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Perazzini, M L. Avaliagdo da interagdao in vitro do fungo oportunista,
emergente, Paecilomyces lilacinus, agente causal da hialohifomicose,
com células apresentadoras de antigenos humanas (macréfagos e células
dendriticas). Rio de Janeiro, 2012. 102 f. Dissertacdo [Mestrado em Pesquisa
Clinica em Doencgas Infecciosas] - Instituto de Pesquisa Clinica Evandro
Chagas.

RESUMO

Paecilomyces lilacinus, um dos agentes causais da hialohifomicose, € um fungo
filamentoso, assexuado. Esta amplamente distribuido pelo mundo e frequentemente é
encontrado como contaminante, proveniente do ar, em espécimes clinicos e em
solugbes consideradas estéreis. Acomete principalmente pacientes comprometidos
imunologicamente, porém pacientes imunocompetentes também podem apresentar
manifestagdes clinicas da doenga, sendo esse fungo, atualmente, considerado como
um importante patdégeno oportunista humano. O presente trabalho teve por objetivo a
investigacao da interacdo de conidios de P. lilacinus, proveniente de caso clinico de
hialohifomicose humana, com células apresentadoras de antigenos (APCs -
macroéfagos e células dendriticas). Conidios interagiram com macréfagos e células
dendriticas de doadores humanos saudaveis, em diferentes concentragbes
(conidio/APCs) e tempos de incubagédo para avaliagdo qualitativa e quantitativa da
interacdo por microscopia éptica e para estudo do percentual de células expressando
moléculas de superficie celular que atuam na resposta imune do hospedeiro.
Sobrenadantes provenientes da interacdo das APCs com os conidios foram coletados
para o estudo das citocinas IL1-§ e TNF-a. Os resultados demonstraram que o fungo
foi capaz de infectar de modo semelhante ambas as APCs e que a concentragéo de
1:1 (conidio/APCs) foi a melhor proporgéo entre as células para avaliar o processo de
fagocitose e as etapas de desenvolvimento do fungo assim como o tempo de 6 horas
de interagdo foi o melhor tempo para a certificagdo da internalizagao dos conidios
pelas APCs. Apos o processo de internalizagdo dos conidios pelas APCs os mesmos
comecaram a se dilatar, formar tubos germinativos e hifas septadas que se
ramificaram formando um micélio que destruiu as células humanas no periodo de 24
horas de observagio. A avaliagdo quantitativa da fagocitose dos conidios pelas APCs
demonstrou que nao houve diferengas significativas entre o percentual fagocitico dos
macrofagos e células dendriticas de cada doador como também entre os doadores. A
interacdo do fungo com as APCs na presenca de L-Name n&o modificou o processo
de desenvolvimento do conidio no interior das células humanas, quando comparado a
interagdo das células sem L-Name. Em relagdo aos marcadores de superficie celular a
presencga dos conidios ndo aumentou o percentual de macréfagos expressando CD14,
porém aumentou as células expressando B7.1 e DC-SIGN. As células dendriticas
apresentaram um percentual semelhante de células positivas para B7.1,na auséncia e
presenga do fungo, e um aumento significativo do percentual de células DC-SIGN
positivas na presenga dos conidios. Os conidios de P. lilacinus foram capazes de
estimular a secregdo da citocina IL1-p pelos macréfagos e células dendriticas e €
possivel que eles tenham inibido a produgcao de TNF-a pelos macréfagos. Entdo, os
dados aqui apresentados demonstram a capacidade invasiva para APCs e de
estimulagdo de moléculas de superficie importantes na resposta imune do hospedeiro
por P. lilacinus, até o momento desconhecida.

Palavras-chave: 1. Paecilomyces lilacinus. 2. Células apresentadoras de
antigenos. 3. Hialohifomicose. 4. Expressao de moléculas de superficie. 5.
Citocinas.



Perazzini, M L. Evaluation of interaction in vitro of Paecilomyces lilacinus,
opportunistic, emergent fungus, etiological agent of hialohyphomycosis
with antigen-presenting human cells (macrophages and dendritic cells).
Rio de Janeiro, 2012. 102 f. Master [Science dissertation in Clinic Research in
Infectious Diseases] - Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas.

ABSTRACT

Paecilomyces lilacinus is an asexual filamentous fungus and etiological agent of
hialohyphomycosis. It is widely considered cosmopolitan and frequently detected as
airborne contaminant in clinical materials and sterile solutions. It is an emerging
opportunistic pathogen among immunocompromised hosts but immuncompetent may
present clinical manifestations of the disease. In the present study we investigated the
interaction of P. lilacinus conidia from human hialohyphomycosis case with antigen-
presenting cells (APC- macrophages and dendritic cells). Conidia interacted with APC
from healthy human donators with different conidium:APC ratios and incubation times
for qualitative and quantitative interaction evaluation by optical microscopy and to study
of cells expressing surface molecules with play role in the host immune response.
Supernatants from conidia and APC interaction were collected to detect IL1-f and
TNF-a cytokines. The results showed that this fungus was capable to infect both APC
and the best conidium:APC ratio was 1:1 to evaluation the process of phagocytosis and
the development of the fungus as well as the time of 6 hours of interaction was the best
time to make sure that the conidia were internalized in the APCs. After the
internalization process of the conidia by APC they became swollen and germ tubes
were seen forming septate hypha and a mycelium that killed the APC during 24 h
incubation period. The quantitative evaluation of the conidia phagocytosis by the APC
showed that no significant differences were seen between macrophages and dendritic
cells phagocytic percentage of each and among donators. The fungal interaction with
APC in the presence of L-Name did not modify the development process of conidia
inside APC, when compared with cells without L-Name. In relation to cells expressing
surface molecules the presence of conidia did not increase the percentage of CD14
positive macrophages but increased these cells expressing B7.1 and DC-SIGN. The
dendritic cells presented similar percentage of B7.1 positive cells in the presence and
absence of the fungus and significant increase of DC-SIGN positive cells in the
presence of the conidia. The P. lilacinus conidia were capable to stimulate the
production of IL1-f cytokine by both macrophages and dendritic cells and it is possible
that the conidia have inhibited the TNF-o production by macrophages. Thus, the
obtained data demonstrate the invasive capacity to PAC and of surface molecules
stimulation important in the host immune response by P. lilacinus, unknown until now.

Keywords: 1. Paecilomyces lilacinus. 2. Antigen- presenting cells

3.Hyalohyphomycosis. 4. Expression of surface molecules. 5. Cytokines.
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LISTA DE ABREVIATURAS

APC*- Células apresentadoras de antigenos

BSA* — Soro albumina bovina

CDG*- Doenga granulomatosa cronica

DC*- Célula dendritica

DC-SIGN*- Dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule-3-grabbing
non-integrin

DMEM* - Meio essencial minimo de Dulbecco

FBS*- Soro fetal bovino

FIOCRUZ- Fundacao Oswaldo Cruz

HIV*- Virus da imunodeficiéncia humana

[-CAM*- Molécula de adesao intracelular

IL- Interleucina

INF-1 - Interferon gama

iNOS*- Oxido nitrico sintase induzivel

ITS*- Internal trascribed spacer

Labiopac- Laboratério de Biopatdégenos e Ativagao Celular
LTBBF — Laboratério de Taxonomia, Bioquimica e Bioprospecgao de Fungos
L-NAME- N-nitro- L-arginina- metil-éster

M@ - Macroéfago

MEA*- Meio de cultura a base de extrato de malte + agar
MHC*- Complexo principal de histocompatibilidade

MIC*- Concentracao inibitéria minima

NK*- Célula natural killer

ON- Oxido nitrico
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PAMPs*- Moléculas associadas a patdgenos

PBMC*- Células mononucleares de sangue periférico

PCR*- Reagéao da polimerase em cadeia

PL(S)- Isolado de Paecilomyces lilacinus proveniente de seio nasal
PMA*- Phorbol myristate acetate

PRRs- Receptores de reconhecimento

Th*- Células T helpher

TLR*- Receptores toll-like

UFF- Universidade Federal Fluminense

UFC- Unidade formadora de colbnia

UNIFESP- Universidade Federal de Sao Paulo

* Abreviaturas em inglés

As unidades de medida utilizadas no texto seguem a nomenclatura do Sistema
Internacional.
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Esquema representatvo da  morfologia de
Paecilomyces lilacinus e suas estruturas. A-
Conidioforo; B- Fidlides; C- Conidios; D- Stalks;
(Samson, 1974).

Fotomicrografia eletrbnica de macréfago aderente
derivado de sangue periférico. Fonte: www.uni-

ulm.de/expane (Acesso em 16/12/2011).

Fotomicrografia eletrbnica de células dendriticas
derivadas de medula éssea. Fonte: Fonte: www.uni-

ulm.de/expane (Acesso em 16/12/2011).

Macrocultura de Paecilomyces lilacinus (Pl.S), em
meio BDA, a temperatura ambiente, aos 14 dias de
crescimento, apresentando apresentando (A) colbnia
aveludada na cor rosa e (B) reverso purpura.
Microcultura de Paecilomyces lilacinus (Pl.S), em
meio MEA, a temperatura ambiente, aos 14 dias de
crescimento. Aumento original 400x; — =10 pm.
Microcultura de Paecilomyces lilacinus (Pl.S), em
meio MEA, a temperatura ambiente, aos 14 dias de
crescimento. 1- Conidioforo; 2- Fialide com base

arredondada e pescoco fino; 3- Conidios; 4- Stalk.
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Figura

Figura 7-

Figura 8-

Figura 9-

Fotomicrografia 6ptica (doador D2/ grupo controle) de
macrofagos derivados de mondcitos isolados de
sangue periférico humano aos 10 dias de cultura.
Coloracao Giemsa. Células apresentando citoplasma
expandido, com projegdées em sua membrana e
nucleo volumoso. Aumento original 1000x; — = 10
pm.

Fotomicrografia 6ptica (doador D2, grupo controle) de
células dendriticas derivadas de mondcitos isolados
de sangue periférico humano e incubados com as
citocinas rhGM-CSF e rhiL-4 aos 10 dias de cultura.
Coloracdo Giemsa. Células apresentando forma
alongada, com projegbes citoplasmaticas formando
pequenos dendritos. Aumento original 1000x; — =
10 pm.

Fotomicrografia optica da interacdo de macréfagos,
doador D2, com conidios de P. lilacinus,
concentragdo 2:1, por 3 horas, a 37°C. Presenca de
conidios fungicos no interior de vacuolos. Coloragao

Giemsa. Aumento original 1000x; — =10 pm.
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Figura

Figura 10-

Figura 11-

Figura 12-

Figura 13-

Fotomicrografia oéptica da interagdo de células
dendriticas, doador D2, com conidios de P. lilacinus,
concentragdo 2:1, por 3 horas, a 37°C. Presenca de
conidios fungicos no interior de vacuolos. Coloragao
Giemsa. Aumento original 1000x; — =10 pm.
Percentual de macrofagos e células dendriticas
infectadas de dois doadores D1 e D2, durante
interacdo com conidios de Paecilomyces lilacinus,
concentracgdo 2:1, por 3 horas, a 37°C.
Fotomicrografia optica da interagcdo de APCs com
conidios de Paecilomyces lilacinus, concentragao
1:1, por 1 hora, a 37°C. A — Macrdéfago do doador D3
apresentando conidios no interior de vacuolos; B-
Célula dendritica do doador D4 com conidio do fungo
internalizado ao citoplasma. Coloracdo Giemsa.
Aumento original 1000x; — =10 um.
Fotomicrografia optica da interagcdo de APCs com
conidios de Paecilomyces lilacinus, concentragao
1:1, por 6 horas, a 37°C. A — Macréfago do doador
D3 apresentando conidios dilatados no interior de
vacuolos; B- Célula dendritica do doador D4 com
conidio no interior de vacuolo. Coloragédo Giemsa.

Aumento original 1000x; — =10 um.
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Figura

Figura 14-

Figura 15-

Figura 16-

Fotomicrografia Optica da interagdo de macréfagos
do doador D3 com conidios de Paecilomyces
lilacinus, concentragdo 1:1, por 24 horas, a 37°C.
Observa-se conidios dilatados; tubo germinativo; hifa
septada. Coloracao Giemsa. Aumento original
1000x; — =10 pym.

Fotomicrografia Optica da interagdo de macréfagos
com conidios de  Paecilomyces lilacinus,
concentracdo 3:1, por 24 horas, a 37°C. A- Célula
fagocitica do doador D3 destruida pela proliferagao
do micélio fungico; B- Célula fagocitica do doador
D4 apresentando conidio dilatado e tubo germinativo.
Coloragao Giemsa. Aumento original 1000x;,— =10
pm.

Fotomicrografia oéptica da interagdo de células
dendriticas do doador D3 com conidios de
Paecilomyces lilacinus, concentracdo 1:1, por 24
horas, a 37°C. Observa-se conidio dilatado com tubo
germinativo. Coloragédo Giemsa. Aumento original

1000x;— =10 um.
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Figura

Figura 17-

Figura 18-

Figura 19-

Figura 20-

Fotomicrografia oéptica da interagdo de células
dendriticas do doador D4 com conidios de
Paecilomyces lilacinus, concentracdo 3:1, por 24
horas, a 37°C. Observa-se micélio fungico em
proliferagcdo. Coloracdo Giemsa. Aumento original
1000x;— =10 um.

Fotomicrografia éptica de APCs, doador D3, grupo
controle, derivados de mondcitos isolados de sangue
periférico aos 10 dias de cultura. A- Macréfago; B-
Célula dendritica. Coloracdo Giemsa. Aumento
original 1000x;— =10 um.

Percentual de macrofagos e células dendriticas
infectadas, de dois doadores D3 e D4, durante
interacdo com conidios de Paecilomyces lilacinus,
concentragdo 1:1, por 6 horas, a 37°C.

Percentual de macréfagos e células dendriticas
infectadas, de dois doadores D3 e D4, durante
interacdo com conidios de Paecilomyces lilacinus,

concentracgdo 3:1, por 6 horas, a 37°C
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Figura

Figura 21-

Fotomicrografia Optica da interagdo de macréfagos
com conidios de Paecilomyces lilacinus, na
concentracédo de 1:1 (conidio:célula), por 24 horas, a
37°C. A- Célula fagocitica do doador D5, na auséncia
de L-Name, apresentando conidios dilatados em seu
interior e hifas rompendo a membrana celular; B-
Célula fagocitica do doador D6, na auséncia de L-
Name, apresentando conidios dilatados, e hifas;
C- Célula fagocitica do doador D5, na presenga de
L-Name, apresentando conidios dilatados; D- Célula
fagocitica do doador D6, na presenca de L-Name,
apresentando conidios dilatados e micélio em
proliferagcdo. Coloragdo Giemsa. Aumento original

1000x; — =10 pm.
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Figura

Figura 22-

Figura 23-

Figura 24-

Fotomicrografia oéptica da interagdo de células
dendriticas com conidios de Paecilomyces lilacinus,
na concentracdo de 1:1 (conidio:célula), por 24
horas, a 37°C. A- Célula fagocitica do doador D5, na
auséncia de L-Name, apresentando conidios
dilatados em seu interior e tubo germinativo; B-
Célula fagocitica, do doador D6, na auséncia de L-
Name, apresentando micélio em proliferagcido; C-
Célula fagocitica do doador D5, na presenga de L-
Name, apresentando conidios dilatados em seu
interior; D- Célula fagocitica do doador D6, na
presenca de L-Name, apresentando micélio em
proliferagdo. Coloragdo Giemsa. Aumento original
1000x; — =10 um.

Gréfico representativo da regido R1 (em vermelho)
onde foram analisadas a populagdo de macréfagos e
células dendriticas.

Média dos percentuais de macréfagos dos doadores
D5 e D6 apresentando fluorescéncia para as
moléculas de superficie, CD14, B7.1 e DC-SIGN, na
presengca e auséncia de conidios de Paecilomyces
lilacinus na concentragado de 1:1 (conidio:célula), no

tempo de 24 horas de incubacao.
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Figura

Figura 25-

Figura 26-

Figura 27-

Figura 28-

Média dos percentuais de células dendriticas dos
doadores D5 e D6 apresentando fluorescéncia para
as moléculas de superficie, CD14, B7.1 e DC-SIGN,
na presenga e auséncia de conidios de Paecilomyces
lilacinus na concentragado de 1:1 (conidio:célula), no
tempo de 24 horas de incubacao.

Médias dos niveis de secrecdo de IL1-f de
macrofagos dos doadores D7 e D8 na presenga e
auséncia de conidios de Paecilomyces lilacinus na
concentracao de 1:1 (conidio:célula), no tempo de 6
e 24 horas de incubacao.

Médias dos niveis de secrecdo de IL1-f de células
dendriticas dos doadores D7 e D8 na presenca e
auséncia de conidios de Paecilomyces lilacinus na
concentracédo de 1:1 (conidio:célula), no tempo de 6
horas de incubacéo.

Médias dos niveis de secrecao de TNF-a de
macrofagos dos doadores D7 e D8 na presenga e
auséncia de conidios de Paecilomyces lilacinus na
concentracado de 1:1 (conidio:célula), no tempo de 6

e 24 horas de incubacao.
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Figura

Figura 29-

Médias dos niveis de secrecao de TNF-a de células
dendriticas dos doadores D7 e D8 na presenca e
auséncia de conidios de Paecilomyces lilacinus na
concentracédo de 1:1 (conidio:célula), no tempo de 6

horas de incubacéo.
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1 INTRODUGAO

1.1 O fungo Paecilomyces lilacinus

Paecilomyces lilacinus (Thom) Samson 1974 € um organismo eucarioto,
filamentoso, hialino, de reprodugdo assexuada. Inglis & Tigano (2006)
sugeriram que seu teleomorfo, forma sexuada, estaria dentro do género
Byssochlamys e por consequéncia, classificado como pertencente ao Filo
Ascomycota, Ordem Hypocreales. Entretanto recentes estudos morfoldgicos e
moleculares sugerem que P. lilacinus ndo esta relacionado ao género
Paecilomyces. Assim os autores Luangsa-ard et al. (2011) propuseram um
novo género chamado Purpureocillium e um novo nome para a espécie foi
proposto, Purpureocillium lilacinum (Thom) Luangsa-ard, Houbraken, Hywel-
Jones & Samson 2011. Nesse trabalho, uma vez que ainda a comunidade
cientifica ndo esta familiarizada com a nova terminologia, utilizaremos o nome
anterior do fungo, ou seja, Paecilomyces lilacinus.

Em relagdo a morfologia macroscépica, segundo Luangsa-ard et al.
(2011), esse fungo cresce, rapidamente, em extrato de malte agar (MEA),

atingindo um didmetro de 25-33 mm, apds 7 dias, a 25°C e nenhum ou um
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crescimento restrito a temperatura de 35°C (colénias de 0 a 10mm de
didmetro). As col6nias se apresentam de aspecto aveludado a flocoso com
micélio aéreo, inicialmente branco e apds esporulacao assumindo a coloracao
rosada a violeta. O reverso da colbnia pode ser incolor ou, na maioria das
vezes, se apresenta na cor purpura.

Ao microscopio (Figura 1) é possivel visualizar estruturas de reprodugao
assexuada como, conididforos de 4 a 6 ym de comprimento, ocasionalmente
formando frouxos sinémios de até 2 mm de altura. Sdo vistos também
pequenas hastes (stalks) de parede espessa e rugosa de 3 a 4 ym de extensao
consistindo de ramificagdes verticiladas com 2 a 4 fidlides. Essas fialides, de 6
a9 x25a3 um de comprimento, possuem uma porg¢ao basal dilatada e um
distinto pescoco curto de aproximadamente 1 ym 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 x2 a4 um. Clamidosporos ausentes (Luangsa-ard et al., 2011).

P. lilacinus é um fungo cosmopolita, encontrado, frequentemente como
saprobio em amostras de solo podendo causar deterioragdo de graos,
alimentos e papel (Blackwell et al, 2000; Garbino et al., 2002). Por ser
resistente a maioria das técnicas comerciais de esterilizacao também pode ser
encontrado, como contaminante, de espécimes e materiais clinicos, tais como
cateteres e implantes plasticos e de logdes e cremes dermatoldgicos (Castro et
al., 1990; Tan et al., 1992; Walsh et al., 2004; Pastor & Guarro, 2006).

Além disso, estudos tém demonstrado o potencial de isolados desse
fungo como agente de controle biolégico contra nematdédeos de plantas

(Prabhu et al., 2008). Também foi comprovada a eficacia ovicida de P. lilacinus
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sobre ovos de Dipylidium caninum e Toxocara canis (Araujo et al., 2009;
Carvalho et al., 2010). Entretanto, é importante enfatizar que P. lilacinus é um
patégeno oportunista entre hospedeiros comprometidos imunologicamente,
cuja incidéncia de infecgdes em hospedeiros imunocompetentes esta
aumentando (Carey et al., 2003). Entre os hospedeiros desse fungo inclui-se o
homem, mas também outros animais, como gatos, tartarugas, crocodilos e
tatus (Gordon, 1984; Heard et al., 1989; Maslen et al., 1988; Rossler, 2003; Li

et al., 2008; Pawloski et al., 2010).
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Figura 1 - Esquema representativo da micromorfologia de Paecilomyces
lilacinus e suas estruturas de reproducdo assexuada. A- Conidioforo; B-

Fialides; C- Conidios; D- Stalks; (Samson, 1974).

1.2. Hialohifomicose causada por Paecilomyces lilacinus

Hialohifomicose é um termo que agrupa infecgdes causadas por
diversos fungos filamentosos, que incluem espécies de Acremonium spp,
Beauveria spp, Fusarium spp, Scopulariopsis spp, e Paecilomyces spp. Este
grupo de micoses se caracteriza pela presenga no tecido do hospedeiro de um
micélio hialino (Vartivarian et al., 1993).

O género Paecilomyces possui duas espécies de grande interesse
médico responsaveis pelas infeccdes em humanos: P. variotii € P. lilacinus.
Este ultimo tem sido 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 ja foram descritas
como agentes causais de hialohifomicoses, como P. marquandii e P. javanicus
(Pastor & Guarro, 2006).

P. lilacinus é considerado um importante patdégeno oportunista humano,
emergente, afetando criangas e adultos (Tan et al.,, 1992; Perfect & Schell,
1996; Walsh & Groll, 1999; Gunasekera et al., 2000; Walsh et al., 2004).
Atualmente as infecgbes atingem tanto individuos imunodeprimidos quanto
imunocompetentes. A quebra da barreira da pele, a inalacdo e inoculagao por

meio de implantes de dispositivos protéticos sdo as portas de entrada desse



27

fungo. Infeccbes nosocomiais tém sido descritas em pacientes
imunodeprimidos, induzida pelo uso de logdo dermatoldgica contaminada
(Pastor & Guarro, 2006). Os fatores predisponentes para o desenvolvimento da
infeccao sdo: tratamento antibacteriano prolongado, transplantes de medula
Ossea e 0Orgdos, neoplasias, tratamento quimioterapico, imunodeficiéncia
primaria ou adquirida, entre outros (Antas et al., 2012).

Em pacientes imunocompetentes P. lilacinus causa infecgbes
localizadas e infeccbes subcutdneas nodulares na pele e em pacientes
imunodeprimidos lesdes disseminadas (Gutiérrez-Rodero et al., 1999; Gotlieb &
Atkins, 2001; Martin et al., 2002; Murciano & Cohen, 1990; Walsh et al., 2004).
Carey et al. (2003), demonstraram um aumento no numero de casos de
infeccbes por P. lilacinus em pacientes imunocompetentes, chegando a
registrar mais de um caso por ano entre 1996 e 2002.

As manifestagdes clinicas mais comuns da hialohifomicose causada por
P. lilacinus sao infeccbes oculares, cutaneas e subcutaneas. Pastor & Guarro
(2006) revisaram os casos relatados na literatura e descreveram que as
ceratites e endoftalmites foram as manifestacbées mais comuns, culminando na
enucleagdo do olho afetado e perda da visdo. Os fatores de risco foram as
lentes intra-oculares, traumas nao cirirgicos com ou sem a presenga de um
corpo estranho e cirurgias oftalmicas. Os autores ainda relataram que as
infecgcdes cutaneas e subcutdneas podem apresentar diferentes quadros
clinicos, que vai desde erupgoes solitarias ou disseminadas na pele a maculas
eritematosas, papulas, vesiculas ou nddulos com necrose central. Outros tipos

de infecgbes, como vaginite, abscesso nos pulmdes, celulite, sinusite,
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osteomielite e infecgado disseminada, também tém sido relatadas com menor
frequéncia (Hall et al., 2004; Walsh et al., 2004; Pastor & Guarro, 2006).

Mais recentemente, de 2006 a 2008 novos casos de hialohifomicose por
P. lilacinus foram registrados na literatura, incluindo ceratite, fungemia em
neonato, associagao com mordida de cao, apos transplante renal e de figado,
infeccao cutanea associada ao uso de cateter central, bursite do cotovelo,
endocardite (Jackson et al., 2006; Malecha et al., 2006; Zendri et al., 2006;
Chung et al., 2007; Ko et al., 2007; Lott et al., 2007; Schooneveld et al., 2008;
Ford et al., 2008; Lin et al., 2008; Wessolossky et al., 2008; Muller et al., 2008).
A partir do ano de 2009 novos relatos dessa infeccdo foram publicados, como
0s casos de eumicetoma, rinite, infecgdo de unha em gravida, sinusite maxilar,
entre outros (Motswaledi et al,, 2009; Yuan et al, 2009; Deng et al., 2009;
Quinissi et al., 2009; Wu et al., 2010; Rosmaninho et al., 2010; Ciecko et al.,
2010; Innocenti et al., 2011; Permi et al., 2011; Huang et al., 2011; Maier et al.,
2011).

No Brasil os relatos de infeccdo causada por P. lilacinus sdo escassos
(Castro et al., 1990; Hofling-Lima et al., 2005), ndo por esse fungo estar
ausente da flora micética do pais, mas muito provavelmente, pelo
desconhecimento da classe médica-cientifica em relagdo ao fungo e a
dificuldade de isolamento e identificacdo. Ele pode ser confundido com outras
espécies, como por exemplo, Penicillium sp., ou também ser descartado como
contaminante do ar.

Um grupo de pesquisadores da Universidade Federal de S&do Paulo
analisou a frequéncia e a etiologia das doengas oculares micoticas

diagnosticadas por cultura no Laboratério de Doencas Externas Oculares da
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UNIFESP e os fatores associados as ceratites fungicas. O grupo demonstrou o
predominio de infecgdes por fungos filamentosos, dentre eles P. lilacinus, sobre
as leveduras (Hofling-Lima et al., 2005). No Brasil, Pastor & Guarro (2006) em

descreveram cinco casos de ceratite causadas por esse fungo.

1.2.1. Diagnéstico

O diagnéstico da infecgao por P. lilacinus é baseada, primeiramente, nas
caracteristicas morfolégicas do agente isolado em cultura e na histologia das
lesbes (Liu et al., 1998; Pastor & Guarro, 2006). Entretanto, essa identificagcao
exige dos profissionais relativo conhecimento acerca dos fungos causadores da
hialohifomicose, ja@ que as andlises se dao basicamente através das
caracteristicas morfoldgicas fungicas associada a histopatologia das leses.

Embora a cultura positiva do fungo seja o padrdao ouro para a
identificagcdo, o diagndstico presuntivo baseado nas caracteristicas histologicas
€ considerado de grande valor, porque resultados histopatolégicos podem ser
obtidos mais rapido que o cultivo do fungo (Liu et al., 1998).

Além disso, resultados mais rapidos podem ser obtidos através do
diagndéstico molecular, como por exemplo, sequenciamento utilizando primers
ITS (internal trascribed spacer), PCR (polymerase chain reaction) em tempo

real e primers espécie-especifico (Atkins et al., 2005; Houbraken et al., 2010).

1.2.2. Tratamento
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Até o momento, ainda nao foi demonstrado um tratamento considerado
ideal para as infecgdes causadas por P. lilacinus. Em alguns casos ha a
necessidade de intervencdo cirurgica associada a antifungicos (Kurzai et al.,
2003; Pastor & Guarro, 2006; Permi et al., 2011).

Farmacos como a anfotericinia B, flucitosina, fluconasol, miconazol e
itraconazol apresentaram baixa efetividade em casos de hialohifomicose
cutanea, sub-cutdnea e ocular, em contrapartida, os novos triazélicos,
voriconazol e posaconazol, apresentaram maiores indices de cura, porém,
seus altos custos inviabilizam o tratamento para muitos pacientes (Deng et al.,
2009; Wu et al., 2010; Antas et al.,, 2012). Huang et al. (2011) relataram um
caso de infeccao cutanea por P. lilacinus que respondeu positivamente ao
tratamento com voriconazol associado a aplicacao tépica de nistatina.

A resisténcia do P. lilacinus a muitos antifungicos é relatada e
tratamentos radicais, em alguns casos, sdo necessarios. Malecha et al. (2006)
descreveram um caso de ceratite em um paciente de 62 anos de idade no qual
foi necessario realizar uma ceratoplastia, injecdes de anfotericina B intravitreal,
miconazol topico e fluconazol sistémico para a erradicagdo do fungo. Outro
caso de ceratite foi relatado por Maier et al. (2011), novamente apontando a
necessidade de tratamento com antifungico, no caso voriconazol, associado a
ceratoplastia.

Em sintese, muitos casos relatados de hialohifomicose por P. lilacinus
responderam bem com terapia azdlica sistémica sozinha, ou em associagao
com drenagem cirurgica e/ou remogao de proteses (Wessolossky et al., 2008).

No geral, o tratamento com agentes antifungicos orais sem intervengao
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cirurgica tem sido eficiente, somente, para hospedeiros imunocompetentes

(Gottlieb & Atkins, 2001).

1.3. Susceptibilidade in vitro a antifungicos

Os estudos sobre a susceptibilidade in vitro aos antifungicos para a
espécie P. lilacinus s&o limitados. A maioria enfoca o género Paecilomyces, o
que limita a andlise dos resultados, pois existem diferengas significativas nas
respostas as drogas antifungicas entre as espécies desse género.

Pastor & Guarro (2006) revisaram, de 1978 a 2004, os resultados in vitro
da atividade de farmacos contra essa espécie e concluiram que a anfotericina
B, flucitosina e fluconazol tem baixa atividade, enquanto os antigos derivados
azolicos, cetoconazol, miconazol, clotrimazol e itraconazol, tem atividade na
concentracao inibitéria minina (MIC) de > 2 mg/l a < 0,01 — 0,5 mg/l. J& os
novos compostos azodlicos, posaconazol, voriconazol e ravuconazol, tem
mostrado atividades variaveis e em relagdo as equinocandinas, caspofungina e
micafungina apresentaram dados controversos.

Entre esse farmacos testados os novos triazélicos mostraram boa
atividade contra P. lilacinus, como o voriconazol e o posaconazol com MIC
entre 0.5 — 4 mg/l e 0,5 — 2 mg/l, respectivamente (Gonzalez et al., 2005).
Estes testes tém revelado ainda, que a atividade do posaconazol se assemelha
com a do voriconazol e que este sozinho ou combinado com outras drogas
apresenta boa atividade e eficiéncia clinica. Por esses motivos e alta
resisténcia de P. lilacinus a maioria dos antifungicos, o voriconazol e o

posoconazol representariam uma terapia alternativa eficiente mesmo que ja
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tenham sido relatados casos de resisténcia ao voriconazol tanto in vitro quanto
in vivo (Antas et al., 2012).

Recentemente foi descrito um novo antifungico denominado E1210 com
potente atividade contra isolados clinicos de leveduras e fungos filamentosos,
incluindo P. lilacinus. Esse farmaco esta sendo apontado como promissor para
o tratamento de infecgdes fungicas invasivas (Miyazaki et al., 2011) quando
comparada aos medicamentos fluconazol, itraconazol, voriconazol, anfotericina

B e micafungina.

1.4. Resposta imune inata

O sistema imune inato é uma forma ancestral e universal de
discriminacao de perfis moleculares composto por varios tipos celulares com
morfologia variada e atuagéo especifica durante a resposta imune frente aos
mais variados antigenos. Dentre as células que fazem parte deste sistema,
podemos citar os macrofagos, as células dendriticas, células NK (Natural
Killers) e os neutrofilos (Peakman & Vergani, 1999). O reconhecimento imune
inato depende de um numero limitado de receptores. Esses receptores de
padrées de reconhecimento (PRRs) estdo envolvidos no reconhecimento de
padrées moleculares associados aos patogenos (PAMPS) (Janeway et al.,
2000; Abbas et al., 2008).

Dentre os PRRs, os receptores Toll-like receptors (TLR), uma proteina
descoberta em Drosophilas (Lemaitre et al., 1996), vém se destacando pelo
seu papel central na ligagao de patdgenos e iniciagao da resposta inflamatéria.

Tais receptores estdo localizados em varias células do organismo dos
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mamiferos, mas principalmente nas células do sistema imune inato, como
macrofagos e células dendriticas. A ativagado desses receptores por PAMPs
induz a fagocitose e a liberagéo de citocinas e mediadores quimicos que atuam
no sistema imune.

Os leucécitos sao células que circulam pelos sistemas linfatico e
sanguineo cuja fungdo € mediar a resposta imune do hospedeiro frente a uma
injuria tecidual e/ou infecgdo. Séo divididos em diferentes grupos de acordo
com suas fungdes e caracteristicas, porém, todas possuem origem nas células
tronco hematopoiéticas e se diferenciam de acordo com estimulo especifico ao
amadurecimento. Um subgrupo de leucdcitos derivados de células mieldides da
medula 6ssea (chamadas de células do sistema mononuclear fagocitico) apos
deixar o local de origem e penetrar no sangue periférico sdo conhecidas como
mondcitos, que apds diferenciacéo se transformam em macréfagos ou células
dendriticas.

As células apresentadoras de antigenos fazem parte do sistema imune
inato do hospedeiro e incluem os macréfagos, células dendriticas e linfocitos B
cujas fungdes sdo fagocitar o organismo invasor, prepara-lo e apresenta-lo
para as células T, iniciando assim a resposta imune adaptativa. Os macréfagos
e as células dendriticas se desenvolvem a partir de precursores da medula
Ossea e migram para tecidos e Orgaos onde permanecem desativados
aguardando maturacéo e ativagao.

Uma vez estabelecido o reconhecimento entre APCs e linfécitos T, os
mecanismos de controle de proliferacao parasitaria intracelular sdo disparados
e as células fagociticas produzem um grande numero de componentes

microbicidas, como radicais livres, peptideos antimicrobianos, e 6xido nitrico
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(NO) (Viaro & Evora, 2000). O éxido nitrico, um gas mediador quimico da
inflamagao, é considerado como um potente vasodilatador, com importantes
atividades microbicidas e antiparasitarias através de seus reativos
intermediarios, atribuindo-lhe a caracteristica de defesa contra patdgenos
(Viaro & Evora, 2000; Souza, 2010). Camundongos deficientes na expressao
da enzima oxido nitrico sintase induzivel (iNOS) sao incapazes de controlar a
infeccao por Leishmania e seus macréfagos nédo conseguem eliminar as formas

promastigotas da cultura (Olivier, 2005).

1.4.1. Macréfagos

Os fagdcitos sé&o importantes em todo o reino animal e sdo altamente
desenvolvidos nos vertebrados. Um litro de sangue humano contém cerca de
seis mil milhdes de fagécitos. O seu nome vem do grego phagein, "comer ou
devorar", e kutos, "vaso oco". Os fagécitos foram primeiramente descobertos
em 1882 por llya Mechnikov (Nobel Lectures, 1967). Foi atribuido a Mechnikov
o Nobel de Fisiologia/Medicina de 1908 pela sua descoberta. Os fagocitos
ocorrem em muitas espécies; algumas amebas comportam-se como
macrofagos, o que sugere que os fagocitos apareceram cedo na evolugao da
vida. Os fagocitos dos seres humanos e outros animais s&o chamados
profissionais ou nao profissionais, dependendo da forma como séo eficazes na
fagocitose. Os  fagocitos  profissionais incluem células denominadas
de neutrdfilos, mondcitos, macrofagos, células dendriticas e mastdcitos. A
principal diferenga entre os fagécitos profissionais e nao profissionais é que os

profissionais possuem moléculas chamadas receptores na sua superficie que



35

podem detectar elementos prejudiciais, tais como bactérias, que normalmente
nao sdo encontrados no corpo. Os fagdcitos séo, portanto, fundamentais na
luta contra infeccbes, bem como em manter os tecidos saudaveis através da
remogao de tecidos mortos e células que chegaram ao fim do seu ciclo de vida.

Os macrofagos originam-se de células precursoras da medula 6ssea
que se desenvolvem em mondcitos e estes, nos tecidos, amadurecem dando
origem aos macréfagos (MQ) (Figura 2). Séo células fagociticas residentes dos
tecidos linféides e nao linféides, acredita-se estarem envolvidas no controle da
homeostase nos tecidos (Geissmann et al., 2010).

Os macréfagos podem assumir diferentes formas morfoldgicas apos
ativacdo dependendo do tipo de estimulo externo. Alguns desenvolvem
citoplasma abundante e sdo chamados de células epitelidides, em virtude de
sua semelhanga com células epiteliais da pele. Os macrofagos ativados podem
se fundir para formar células gigantes multinucleadas. Recebem nomes
especiais dependendo de sua localizagdo e fungdes (histidcitos - macrofagos
do tecido conjuntivo; células de Kupffer — macrofagos do figado; macrofagos
alveolares - localizados nos pulmdes; macrofagos pleurais e peritoneais-
localizados nos linfonodos, bagco, medula éssea e fluidos serosos; células de
Langerhans- macrofagos da pele) respondendo tipicamente aos
microrganismos quase tao rapidamente quanto os neutréfilos, mas persistem
por muito mais tempo nos locais da inflamagéo (Halliwell & Gutteridge, 1999;
Abbas et al., 2008).

Uma grande variedade de citocinas sdo secretadas pelos macréfagos
como as interleucinas IL-1, IL6 e IL-8 e o fator de necrose tumoral (TNF)

modulando a resposta imune inata e sinalizando linfocitos T via IL-10, IL-12 e
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IL-18 a iniciar respostas especificas contra patdgenos intra ou extracelulares.
Podem ainda exercer a fungcao de defesa de maneira direta com a liberacéo de
mediadores inflamatérios como TNF-a e IL-1, eicosandides, espécies ativas de
oxigénio (ROS) e espécies ativas de nitrogénio (RNS). Um exemplo de RNS é
a molécula de oOxido nitrico (ON) cujas fungbes incluem relaxamento do
musculo liso; inibicdo de agregagao e adesdo de plaquetas; morte de
patégenos por sua citotoxicidade (Vieira, 2008).

Dentre as fungbes dos macréfagos podemos citar: a fagocitose; o
processamento e apresentagcdes de antigenos aos linfocitos T; secregao de
fatores de crescimento protéicos que estimulam o crescimento e a divisdo de
linfécitos T para formar uma grande populagéo de linfocitos T sensibilizados
(Tortora, 2000). Os macréfagos ativados sao maiores que os inativos,
possuindo diversas caracteristicas que lhes conferem maior eficiéncia na
destruicdo de patogenos e células tumorais como por exemplos maior
aderéncia, distribuicdo, capacidade de endocitose e produgdo de grandes

quantidades de ROS e RNS (Vieira, 2008).
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Figura 2- Fotomicrografia eletrénica de macréfago aderente derivado de

sangue periférico. Fonte: www.uni-ulm.de/expane (Acesso em 16/12/2011).

1.4.2. Células dendriticas

Estas células surgem como exemplo caracteristico dessa ponte entre
imunidade inata e adaptativa. Originam-se de precursores linféides ou
mieldides na medula dssea e dois tipos de receptores de membrana podem ser
classificados como tipicos da atividade dupla dessas células: os receptores que
captam antigenos e ativam a célula (e os TLRs fazem parte de tais receptores)
e os produtos do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) que
apresentam os antigenos captados e processados para linfocitos T (Steinman,
1991; Sallusto et al., 1995; Janeway et al., 2000; Hong & Jeong, 2005).

Células dendriticas (DCs) (Figura 3) sao caracterizadas por dois papéis
essenciais: (i) ampliacdo das respostas imunes inatas e (ii) ativacdo das

respostas imunes adaptativas (Santos et al., 2007). Os PRRs expressos pelas
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DCs incluem os TLRs (cuja fungcédo é se ligar a um produto microbiano
especifico, resultando na transcricao de multiplos genes pro-inflamatérios), C-
type lectina e o CD1a, os quais reconhecem caracteristicas moleculares
especificas expressas em patdgenos (Santos et al., 2007).

Durante a ultima década, apds a associacdo dos receptores tipo Toll
(TLRs) e a expressao de antigenos MHC classe Il pelas DCs e a produgéo de
citocina, ficou claro que as DCs podem desempenhar papéis chaves durante a
iniciacao da resposta imune inata. As DCs compdem um grupo heterogéneo de
APCs que podem ser divididas em diversos subtipos, de acordo com o fenétipo
de sua superficie e fungdo (Heath et. al., 2004; Shortman & Liu, 2002, apud
Wilkins-Rodriguez et. al., 2010).

Células dendriticas sao importantes sentinelas do sistema imune, e
estudos de interagdes de DCs com células T identificaram um novo receptor
sobre DC chamado DC-SIGN (Geijtenbeek et al., 2000). Este receptor dispara
o contato inicial entre DC e célula T através da ligagdo ao ICAM-3 sobre a
célula T. A identificagado deste receptor sobre DC tem sido bastante util na
compreensao do mecanismo pelos quais varios antigenos causam infecgao
(Santos et al, 2007). DC-SIGN tem sido considerado como marcador de
diferenciagdo de DC derivada de mondcito, uma molécula, especificamente,
expressa sobre mondcitos tratados por IL-4 e, cuja expressao esta sujeita a
regulacdo por varias citocinas e fatores de crescimento (Geijtenbeek et al.,

2000).
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Figura 3- Fotomicrografia eletrénica de células dendriticas derivadas de medula

ossea. Fonte: Fonte: www.uni-ulm.de/expane (Acesso em 16/12/2011).

1.4.3. Resposta imune na infecgao por fungos

A resposta imune contra fungos causadores de micoses teciduais é
desenvolvida principalmente pelos fagécitos, que os eliminam através da
fagocitose/secrecao de alguns componentes, como Oxido nitrico (NO) e
radicais derivados de oxigénio. Interferon-y (IFN-y) também participa
aumentando a atividade de neutréfilos e macréfagos, ndo sendo detectada a
agéo citotdxica de linfocitos CD8". Sugere-se que os polimorfonucleares inibam
o crescimento das hifas, enquanto que os macréfagos impedem a germinagao
dos conidios e o crescimento das hifas (Monzén & Tudela, 2001 apud Vieira,

2008; Brakhage et al., 2010).


http://www.uni-ulm.de/expane
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Frequentemente, as micoses nao superficiais desenvolvem-se em
hospedeiros com resposta imune celular suprimida ou deficiente (Machado et
al., 2004). Estudos envolvendo o desenvolvimento de micoses oportunistas em
pacientes HIV+ tém demonstrado que células T CD4" apresentam importante
papel protetor, inviabilizando o estabelecimento e a manutencao destas
infeccdes (Hohl et al., 2006).

A resposta imune contra fungos oportunistas, como Penicillium marneffei
e Aspergillus fumigatus, tem sido avaliada em diversos estudos tanto em
pacientes como em modelos experimentais (Kudeken et al., 1996; Centeno-
Lima et al., 2002; Hebart et al., 2002; Roilides et al., 2003; Sisto et al., 2003).
Em animais com deplecdo de células T, a infecgcao por Pe. manerffei é fatal,
porém em um hospedeiro saudavel, dependendo do tamanho do indculo, o
fungo é eliminado rapidamente pela resposta imune mediada principalmente
por células T e macréfagos com produgao de IFN-y (Sisto et al., 2003).

Estudos demonstraram que as células T-helper 1 (Th 1) contribuem para
a defesa do hospedeiro contra A. fumigatus. A estimulacdo de células Th1,
como IFN-y, aumenta a atividade fungicida, enquanto que o oposto ocorre
quando as células sao estimuladas com citocinas com perfil Th2, como IL-4 e
IL-10 (Djeu, 1993; Roilides et al., 1993; 1997).

Relatos de Brieland et al. (2001) usando um modelo murino de
aspergilose pulmonar primaria, em camundongos imunocompetentes,
descreveram que citocinas proé-inflamatérias, incluindo IL-8, IL-12 e TNF- a
endogenos, exercem um papel fundamental na defesa desta infecgao, devido a

seus efeitos modulatérios na eliminagcé&o do fungo e na atividade fagocitica.
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A associagao entre deficiéncia imune e consequéncia patoldgica sugere
a importancia dos componentes do sistema imune no controle da infecgao.
Neste contexto, em 1992, foram relatados dois casos de infeccao por espécies
de Paecilomyces em criangas portadoras de doenga granulomatosa crénica
(CDG) (Silliman et al, 1992; Wiliamson et al., 1992). Em um dos casos
descritos acima, causado por P. lilacinus resultou em abscessos na parede
abdominal e apds terapia antifungica houve cura, porém uma infecgao por A.
fumigatus resultou em 6bito. A CDG é um disturbio hereditario resultante da
incapacidade dos fagécitos de eliminar certos tipos de bactérias e fungos,
levando a infecgcbes potencialmente fatais como foi o caso da infecgao por A.
fumigatus (Tauber et al., 1983). Outros casos humanos de infeccado pelo P.
lilacinus descrito na literatura reforcam a exiténcia de uma relacao direta entre
deficiéncia imunoldgica (transplante, HIV+, entre outros) e doenga (Gucalp et

al., 1996; Orth et al., 1996; Martin et al., 2002; Hall et al., 2004).

2 JUSTIFICATIVA
Paecilomyces lilacinus é um agente oportunista emergente, resistente a
técnicas convencionais de esterilizacdo e a diversas drogas antifungicas.
Muitos casos de infecgcdo por este agente ocorrem em pacientes com
problemas em suas defesas naturais ou apds procedimentos cirurgicos, cujo
tratamento necessita, muitas vezes, associar prescricgdo de antifungicos a
intervengao cirurgica. Entretanto, o nimero de casos de infecgdes por esse

fungo, em pacientes imunocompetentes, vem aumentando ao longo dos anos.

Recentemente um unico estudo de interagdo, in vitro, de macréfagos

com conidios de P. lilacinus, mostrou que as células fungicas foram fagocitadas
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por macrofagos de camundongos imunocompetentes nos primeiros 30 minutos
de interagdo, e ao longo do experimento produziram tubos germinativos e
formaram micélio que culminou com a destruicdo dos macrofagos (Peixoto et
al., 2010). Os resultados demonstraram que os conidios foram capazes de
infectar os fagdcitos e permaneceram metabolicamente ativos ao longo do
periodo de observagao. Entretanto, P. lilacinus é descrito como um fungo de
baixa viruléncia necessitando de grande quantidade de células para
estabelecer uma infeccao experimental em mamiferos imunodeprimidos

(Pastor & Guarro, 2006).

Diante dos poucos dados disponiveis, na literatura cientifica, sobre a
capacidade invasiva desse fungo e a inexisténcia de informagdes sobre a
interacdo de P. lilacinus com células apresentadoras de antigenos humanas, o
estudo que ora propomos, se justifica por contribuir para melhor compreensao
da patogénese da hialohifomicose, com possibilidade de avangos na

prevencao, diagnostico e tratamento desta enfermidade.

3 OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Investigar a interacdo de células apresentadoras de antigenos (APCs),
macrofagos e células dendriticas, ambos derivados de mondcitos

isolados de sangue periférico humano, com Paecilomyces lilacinus.

3.2. Objetivos especificos
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1- Autenticar o isolado de P. lilacinus por suas caracteristicas
morfoldgicas;

2- Analisar qualitativa e quantitativamente, por microscopia optica, a
interacdo de conidios do fungo P. lilacinus com as APCs;

3- Analisar de forma indireta, a influéncia do éxido nitrico na interacao de
conidios com as APCs, na presenca L-Name;

4- Verificar a expressao dos marcadores CD14, DC-SIGN e B7.1 e a
producéo de citocinas (TNF-a e IL-1f) na interagao de conidios do fungo

P. lilacinus com as APCs;

4 METODOLOGIA

4.1. Isolado fungico

O isolado utilizado foi proveniente de um caso clinico humano de
hialohifomicose de seio nasal por Paecilomyces lilacinus (Pl.S), gentilmente
cedido pela Dra. Annette W. Fothergill do Fungus Testing Laboratory,
University of Texas Health Science Center em San Antonio. As culturas foram
mantidas em meio batata dextrose agar (BDA, Dfico) no Laboratério de

Taxonomia, Bioquimica e Bioprospecg¢éo de Fungos — Fiocruz.
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4.2. Analise morfolégica

A anadlise das caracteristicas morfolégicas do isolado foi realizada
através da observacdo macroscépica do crescimento das colénias em placas
de Petri, em meio BDA, apds 14 dias de crescimento. Foi realizado, também, o
microcultivo em meio extrato de malte agar (MEA), segundo Riddell (1950),
objetivando uma analise minuciosa da micromorfologia. As laminas, depois de
coradas com Lactonefol de Amann acrescido de azul de algodao, foram

observadas em microscopio dptico Zeiss modelo Axiophot.

4.3. Obtencao dos conidios

O isolado fungico foi cultivado em tubo contendo meio BDA, a
temperatura ambiente, e apds 14 dias de crescimento foram adicionados 5 ml
de salina tamponada com fosfato (PBS 50 mM, Sigma), seguido de raspagem
da superficie da colbnia. A fase liquida, contendo os conidios e hifas em
suspensdo, foi incubada por 5 min em gelo, homogeneizada em vortex por 3
min e incubada em estufa (37°C) por 5 min. Apds esse periodo de incubagao, a
suspensao foi centrifugada por 30 min a 40 x g e o sobrenadante coletado. Os
conidios, presentes no sobrenadante, foram quantificados em camara de
Neubauer, acondicionados a temperatura de 4°C, para serem, imediatamente,

utilizados nos procedimentos de interagao.
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4.4. Viabilidade das células fungicas

Para a analise da viabilidade, logo apds o procedimento de obtengéo
dos conidios, 200 ul desse material foi cultivado, em duplicata, em placas de
Petri contendo meio BDA para a quantificacdo das unidades formadoras de

colbénias (UFC), segundo Goihman-Yahr et al (1980).

4.5. Purificagao e diferenciagado de células mononucleares sanguineas

O trabalho utilizou capa leucoplaquetaria (buffy coat), subproduto da
separagao em componentes de sangue total colhido de oito doadores normais
voluntarios, cedidos pelo Servico de Hemoterapia do Hospital Universitario
Clementino Fraga Filho (UFRJ). Foi inscrito no Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) do HUCFF- Universidade Federal do Rio de Janeiro e aprovado pela
licenga no. 168/09.

As buffy coats humanas (= 20 ml) foram purificadas para a obten¢éo dos
mondcitos. O procedimento seguiu o protocolo de purificagdo e diferenciagéo
celular usado na rotina do Labiopac de acordo com Santos et al. (2001). O
sangue foi transferido para tubos Falcon e suplementado em mesma proporgéo
com o meio [RPMI (Gibco) + 200 U/ml de penicilina e 200 ug/ml de
streptomicina + 10% de soro fetal bovino (Hyclone)] e adicionado lentamente
na propor¢cao de 1/3 do gradiente de Ficoll-Hypaque densidade 1,077 mg/ml
(Sigma). O material foi levado a centrifuga por 30 min, a 670 x g, em
temperatura ambiente. Foi feita a coleta do anel contendo as células
mononucleares e estas removidas para outro tubo Falcon, sendo feita uma

nova lavagem com PBS (pH 7,2) e o material ressuspenso em meio RPMI
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como descrito acima. Neste momento, foi realizada uma nova centrifugagao por
12 min, a 240 x g, a 4°C para a remogao do contaminante plaquetario. O
sobrenadante foi descartado e efetuada uma nova ressuspensdo em meio
RPMI e, centrifugado a 380 x g, durante 10 min, a 4°C. Novamente, o
sobrenadante foi descartado e ao tubo Falcon contendo as células
mononucleares, foi acrescentado meio RPMI completo para a
homogeneizagdo. Retirada uma aliquota de 10 ul de células, foi entéo
adicionado 90 pul de corante azul de trypan diluido a 0,04% (Gibco) para a
contagem das células em camara de Neubauer.

Apds quantificagdo as células foram submetidas a agregagdo a 4°C
(cold-aggregation), por 30 min, com o objetivo de purificar os mondcitos a partir
do anel de células mononucleraes. De acordo com Santos et al. (2001), por
este método, ocorre o enriqguecimento de mondcitos em solugdo. Logo em
seguida, os agregados de mondcitos sedimentaram apds rapida centrifugacéo
por 40 seg, a 380 x g, a 4°C. Os mondcitos purificados foram quantificados em
camara de Neubauer e plaqueadas numa concentracdo de 2 x 10°
células/pogo, em meio RPMI completo em Labteks® de 8 pogos (para ensaios
de analise morfoldgica e ELISA) ou na propor¢do de 10° células em tubos de
poliestireno (para ensaios de citometria de fluxo), e em ambos os casos, foram
incubadas a 37°C, sob atmosfera de 5% de CO, .

Para que ocorresse a diferenciagdo destes mondécitos em macréfagos
(MQ) e células dendriticas (DC), parte destas células foi incubada com as
citocinas rhGM-CSF (100 IU/mL, Peprotech) e rhlL-4 (1000 IU/mL, Peprotech)
para obtencao de células dendriticas. A outra parte de mondcitos permaneceu

na auséncia destas citocinas para diferenciagdo em macrofagos. O processo
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de diferenciagdo de mondcitos em ambas as células (DC e M@) se fez no

periodo de 10 dias.

4.6. Interagcao dos conidios de P. lilacinus com macréfagos e células
dendriticas (APCs)

Os conidios de P. lilacinus, recém isolados foram incubados com
macrofagos ou células dendriticas em Labteks® de 8 pogos ou em tubos de
poliestireno (cultivados conforme descrito no item 4.5), em diferentes
concentragbes de conidios:célula (1:1; 2:1; 3:1; 5:1), dependendo do
experimento, e mantidos a 37°C, sob atmosfera de 5% de CO,. Em tempos
determinados de incubagdo por experimento (1h, 3h, 6h, 24h), os
sobrenadantes foram coletados e estocados a -20°C para posterior dosagem
de citocinas por Elisa. As células nas Labteks foram lavadas com PBS (Gibco),
a temperatura ambiente, fixadas com metanol por 3 min e coradas com Giemsa
(Sigma) durante 8 min, de acordo com Vieira (2008), e posteriormente,
analisadas em microscoépio optico Zeiss modelo Axiophot.

Em alguns ensaios, as APCs em Labteks® foram pré-tratadas com 20
uM (Sigma) de inibidor da enzima oOxido nitrico sintase induzivel (iNOS), L-
Name (N-nitro-L-arginina-metil-éster), por 3h, antes do processo de interagéo
com o fungo. As mesmas foram cultivadas em: (1) em Labteks®, para ensaios
morfologicos e quantitativos e, (2) em tubos de poliestireno para ensaios de
citometria de fluxo. As APCs foram pré-tratadas ou ndo com 0,5 ug/ml de PMA
(Phorbol myristate acetate-Sigma), por 1 hora, como condigao controle-positivo

para marcacao de moléculas de superficie e producao de citocinas.
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4.7. Avaliagdao qualitativa e quantitativa das APCs infectadas pelos
conidios de P. lilacinus

Para a avaliagdo qualitativa da interacdo dos conidios com as APCs,
foram analisadas, por microscopia Optica, as alteragdes morfolégicas em todas
as células envolvidas na interagéo.

Para a avaliacdo quantitativa da interacdo dos conidios com as APCs no
tempo de 6h de incubacdo, o percentual de células humanas infectadas pelos
conidios foi determinado por microscopia Optica, a partir da contagem do
numero de células em 100 campos, em duplicata, e aplicando-se a formula:
[(APC com fungo — APC sem fungo) + APC sem fungo] x 100, segundo

Pinheiro et al. (2012).

4.8. Marcacao de superficie celular para analise por citometria de fluxo

O procedimento seguiu o protocolo de Santos et al. (2007). As células
foram lavadas com 200 pl de tampé&o (PBS + 0,1% de BSA + 0,01% de azida
sbdica) através de centrifugagdo por 5 min, a 380 x g, a 4°C e, depois,
incubadas com 10 pg/ml anti-CD-14-FITC (Becton & Dickinson) para marcar
mondcitos; 10 pug/ml anti-CD209 (DC-SIGN)-PerCP-Cy (Becton & Dickinson)
para marcar DC-SIGN e 10 yg/ml (Sigma) de anti-B7.1-FITC para marcar a
molécula co-estimulatéria B7.1 durante 1 hora, no gelo, ao abrigo da luz. Apés
este tempo, as APCs foram lavadas duas vezes com PBS-Dulbecco (Sigma),

por meio de centrifugacédo por 5 min, a 380 x g, a 4°C para retirada do meio de
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cultura. Em seguida, o sobrenadante foi retirado e ao pellet adicionado 200 pl
de tampao (PBS + 0,1% de BSA + 0,01% de azida sédica). Os tubos foram
homogeneizados, em vértex, e posteriormente centrifugados duas vezes por 5
min, a 380 x g, a 4°C. As células foram fixadas com 200 pl de paraformaldeido
(Sigma) a 1%, homogeneizadas em vértex e a expressao dos marcadores de
superficie celular analisada em citémetro de fluxo (Accuri C6, Ann Arbor, MI,

EUA).

4.9. Deteccgao de citocinas

A produgao de citocinas, IL-18 e TNF-a, foi verificada por meio de ensaio
imunoenzimatico (ELISA), a partir da coleta de sobrenadantes provenientes da
interacdo dos conidios com as APCs em Labteks®. O experimento foi realizado
segundo as especificagdes do fabricante dos kits (Invitrogen). Os resultados

foram obtidos através de leitor de ELISA a 570 nm.

4.10. Analise estatistica

Comparacéao entre os percentuais de infeccado das APCs, provenientes
de diferentes doadores, infectadas pelos conidios de P. lilacinus foi realizada

pelo teste t-student.

4.11. Desenho experimental
Esquema representativo dos experimentos realizados e suas respectivas

analises.
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[ Desenho experimental
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eLtebe Plilacinus em tubos de poliestireno para
e 2:1e5:1 eD3e D4 citometria de fluxo
¢ 3h o « D5, D6, D7 e D8
: e 1:1 e 3:1 (L-Name)

: \\- 1,6 e 24hrs |
/—J—\ S 6 e 24hrs
Microscopia - /_l.__\ Q
Microscopia *

optica (MO) , X
optica (MO) [ Analise Qualitativa (MO) |
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5 RESULTADOS

5.1. Analise morfolégica

Na avaliagdo macroscépica, a coldnia de Paecilomyces lilacinus, isolado
PLS, apresentou-se de forma aveludada a flocosa com micélio aéreo,
inicialmente na cor branca e apdés a esporulacdo assumindo a cor rosada a
violeta, como descrito por Luangsa-ard et al. (2011) (Figura 4).

Durante a analise microscopica do microcultivo do isolado foi possivel
observar as respectivas estruturas caracteristicas da espécie P. lilacinus como,

hifas hialinas septadas e ramificadas, além de estruturas reprodutivas como
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conidiéforos, fidlides lembrando a forma de uma garrafa, com base

arredondada e terminando em pescogo fino e conidios elipticos a fusiformes,

muitas vezes formando longas cadeias (Figuras 5 e 6).

Figura 4- Macrocultura de Paecilomyces lilacinus (Pl.S), em meio BDA, a
temperatura ambiente, aos 14 dias de crescimento, apresentando (A) coldnia

aveludada na cor rosa e (B) reverso purpura.
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Figura 5 — Microcultura de Paecilomyces lilacinus (Pl.S), em meio MEA, a
temperatura ambiente, aos 14 dias de crescimento. Aumento original 400x; —

=10 ym.

Figura 6 — Microcultura de Paecilomyces lilacinus (Pl.S), em meio MEA, a
temperatura ambiente, aos 14 dias de crescimento. 1- Conidioforo; 2- Fialide
com base arredondada e pescogo fino; 3- Conidios; 4- Stalk. Aumento original
1000x; — =10 pm.
5.2. Viabilidade dos conidios

Os conidios do isolado em estudo (PL.S) apresentaram no teste de

células viaveis uma média de 86% de viabilidade nos experimentos realizados.

5.3. Interagdo das APCs com conidios de P. lilacinus
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5.3.1. Determinacdo da proporgcao de células fungicas para a
interacdao com as APCs

Para a padronizacdo da concentracdao de conidios, a ser utilizada
durante a interacdo com as APCs (macréfagos e células dendriticas) de dois
doadores (D1 e D2), um experimento piloto foi realizado. Duas concentragdes
de conidios em relagdo ao numero de macréfagos e células dendriticas foram
testadas, 2:1 e 5:1 (conidio:APC), no tempo de 3 horas de interagdo, a
temperatura de 37°C.

A analise qualitativa revelou que os macréfagos do grupo controle
apresentaram citoplasma expandido, com projecbes em sua membrana e
nucleo volumoso (Figura 7), caracteristicas tipicas dessas células quando in
vitro (Vieira, 2008). As células dendriticas, também do mesmo grupo acima
(Figura 8), apresentaram forma alongada, com projecdes citoplasmaticas
formando pequenos dendritos caracteristicas tipicas dessas células quando in

vitro (Coelho, 2009).
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Figura 7. Fotomicrografia 6ptica (doador D2/ grupo controle) de macréfagos
derivados de mondcitos isolados de sangue periférico humano aos 10 dias de
cultura. Coloracdo Giemsa. Células apresentando citoplasma expandido, com
projecdes em sua membrana e nucleo volumoso. Aumento original 1000x; —

=10 um.
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Figura 8. Fotomicrografia optica (doador D2, grupo controle) de células
dendriticas derivadas de mondcitos isolados de sangue periférico humano e
incubados com as citocinas rhGM-CSF e rhilL-4 aos 10 dias de cultura.
Coloragédo Giemsa. Células apresentando forma alongada, com projeg¢des
citoplasmaticas formando pequenos dendritos. Aumento original 1000x; — =

10 pm.

Tanto os macréfagos quanto as células dendriticas, em ambas as
concentragdes dos conidios de P. lilacinus (2:1 e 5:1), fagocitaram as células
fungicas. O processo de internalizagdo dos conidios foi visualizado pela
presenga dos mesmos em vacuolos celulares (Figuras 9 e 10). Nao foram

observadas, na avaliagcdo qualitativa, diferencas entre os doadores estudados.
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Figura 9 — Fotomicrografia éptica da interagdo de macroéfagos, doador D2, com
conidios de P. lilacinus, concentragédo 2:1, por 3 horas, a 37°C. Presenca de
conidios fungicos no interior de vacuolos ( — ). Coloragdo Giemsa. Aumento

original 1000x; — =10 um.



57

.

Figura 10 — Fotomicrografia 6ptica da interagdo de células dendriticas, doador
D2, com conidios de P. lilacinus, concentragdo 2:1, por 3 horas, a 37°C.
Presenca de conidios fungicos no interior de vacuolos ( — ). Coloragéo

Giemsa. Aumento original 1000x; — =10 pm.

Em relagdo a quantificagdo das células infectadas foi observado que o
doador D1 apresentou 72,6% de macréfagos e 40,7% de células dendriticas

infectados. Por outro lado, o doador D2 apresentou um ndmero maior de
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células infectadas, sendo 81% para os macréfagos e 68% para as células
dendriticas (Figura 11). Nao houve diferengas significativas entre o percentual
fagocitico dos macréfagos e células dendriticas de cada doador (D1: P= 1,87 e

D2: P=7,06), como também entre os doadores (MJ: P=3,78 e DC: P=8,74).
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Figura 11 - Percentual de macréfagos e células dendriticas infectadas de dois
doadores D1 e D2, durante interacado com conidios de Paecilomyces lilacinus,

concentracgido 2:1, por 3 horas, a 37°C.

No processo de interacdo das APCs com os conidios do fungo, na

concentracdo de 5:1 (conidio:célula), as células humanas fagocitaram os
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conidios de modo semelhante ao observado para a concentragdo de 2:1.
Porém, devido a um grande numero de conidios no interior e no exterior das
células a avaliacao, principalmente, quantitativa do experimento foi dificultada

(dados ndo mostrados).

5.3.2. Cinética da interagcdao das APCs com conidios de P. lilacinus
em Labteks® em trés tempos determinados

Macréfagos e células dendriticas dos doadores D3 e D4 interagiram com
conidios do fungo nas concentragbes 1:1 e 3:1 (conidio:célula), nos tempos de
incubacao de 1, 6 e 24 horas. Novas concentragdes foram utilizadas, uma vez
que no experimento piloto os resultados demonstraram que concentragcdes
menores de conidios em relagao as células fagociticas poderiam ser usadas
para que o processo de internalizacdo e as etapas posteriores da interacao
fossem visualizadas mais detalhadamente.

A avaliagdo da interagdo das células com os conidios, em ambas as
concentracdoes, no tempo de 1 hora, revelou que nesse periodo, tanto os
macrofagos quanto as células dendridicas apresentaram conidios fagocitados
delimitados por vacuolos caracterizando a via endocitica de internalizagao de
P. lilacinus, como observado no experimento piloto (Figura 12A e 12B).
Também foram visualizados conidios ndo delimitados por membrana,
sugerindo que os mesmos poderiam estar apenas aderidos a superficie das
APCs (dados ndo mostrados). Ndo houve diferengas, durante a analise

qualitativa da interagéo, entre as células dos doadores (D3 e D4) avaliadas.
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Figura 12 — Fotomicrografia éptica da interagdo de APCs com conidios de

Paecilomyces lilacinus, concentragdo 1:1, por 1 hora, a 37°C. A — Macrdéfago do
doador D3 apresentando conidios no interior de vacuolos ( —» ); B- Célula
dendritica do doador D4 com conidio do fungo internalizado ao citoplasma

(—» ). Coloragao Giemsa. Aumento original 1000x; — =10 um.

Com 6 horas de interagao, tanto para a concentragéo 1:1 quanto 3:1, foi
observado um aumento de formacao de estruturas semelhantes a endossomos

contendo conidios no interior das APCs e algumas células fungicas
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comegaram a dilatar-se (Figuras 13A e 13B). E, mais uma vez, ndo houve

diferenga no comportamento das células dos dois doadores estudados.

Figura 13 — Fotomicrografia éptica da interacdo de APCs com conidios de
Paecilomyces lilacinus, concentragdo 1:1, por 6 horas, a 37°C. A — Macrdéfago
do doador D3 apresentando conidios dilatados no interior de vacuolos ( — );
B- Célula dendritica do doador D4 com conidio no interior de vacuolo ( —).

Coloragéo Giemsa. Aumento original 1000x; — =10 ym.

Com 24 horas de interacdao, em ambas as concentracdes de conidios de

P. lilacinus avaliadas, foram observados no interior das APCs conidios
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dilatados, com tubos germinativos e hifas, sem diferencas entre os doadores

(Figura 14).

Figura 14 — Fotomicrografia Optica da interagcdo de macrofagos do doador D3
com conidios de Paecilomyces lilacinus, concentragdo 1:1, por 24 horas, a
37°C. Observa-se conidios dilatados ( — ); tubo germinativo ( — ); hifa

septada (— ). Coloragdo Giemsa. Aumento original 1000x; — =10 pm.

Os macrofagos dos doadores D3 e D4 apresentaram conidios bastante

dilatados em seu interior com varios tubos germinativos e algumas dessas
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células humanas ja apresentavam micélio em pleno desenvolvimento

culminando na destruicdo das mesmas (Figura 15A e 15B).
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Figura 15 — Fotomicrografia Optica da interagcdo de macréfagos com conidios
de Paecilomyces lilacinus, concentragdo 3:1, por 24 horas, a 37°C. A- Célula
fagocitica do doador D3 destruida pela proliferagcdo do micélio fungico (—» );
B- Célula fagocitica do doador D4 apresentando conidio dilatado ( —» ) e
tubo germinativo (— ). Coloragdo Giemsa. Aumento original 1000x; — =10

um.

As células dendriticas do doador D3 apresentaram conidios dilatados em

seu interior com tubos germinativos (Figura 16), porém raras foram as células
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apresentando micélio. Diferentemente do que foi observado para as células

dendriticas do doador D4, onde micélio pode ser visto facilmente (Figura 17).

Figura 16 — Fotomicrografia optica da interacdo de células dendriticas do
doador D3 com conidios de Paecilomyces lilacinus, concentragao 1:1, por 24
horas, a 37°C. Observa-se conidio dilatado com tubo germinativo ( — ).

Coloragéo Giemsa. Aumento original 1000x; — =10 ym.
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Figura 17 — Fotomicrografia optica da interacdo de células dendriticas do
doador D4 com conidios de Paecilomyces lilacinus, concentragao 3:1, por 24
horas, a 37°C. Observa-se micélio fungico em proliferagdo (— ). Coloragdo

Giemsa. Aumento original 1000x; — =10 pm.

As APCs do grupo controle apresentaram morfologia caracteristica,

como descrita no item 5.3 (Figura 18A e 18B).
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Figura 18. Fotomicrografia optica de APCs, doador D3, grupo controle,
derivados de mondcitos isolados de sangue periférico aos 10 dias de cultura.
A- Macréfago; B- Célula dendritica. Coloragdo Giemsa. Aumento original

1000x; — =10 pm.

A analise quantitativa da interagdo das APCs com os conidios na
concentracao de 1:1 (conidio:célula) foi realizada apenas no tempo de 6 horas,
pois nesse tempo de interagdo os conidios se apresentavam dilatados e no
interior de estruturas semelhantes a fagossomos, ndo havendo duvida do
processo fagocitico. O percentual de células infectadas do doador D3 foi de
25% para os macrofagos e 13% para as células dendriticas. As células do
doador D4 apresentaram 26% de macrofagos infectados e 25,9% de células
dendriticas infectadas (Figura 19). Ndo houve diferencas significativas entre o
percentual fagocitico dos macréfagos e células dendriticas de cada doador (D3:
P= 1,22 e D4: P= 1,0), como também entre os doadores (M@: P= 0,61 e DC:

P=1,81).
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Figura 19 - Percentual de macréfagos e células dendriticas infectadas, de dois
doadores D3 e D4, durante interacado com conidios de Paecilomyces lilacinus,

concentragédo 1:1, por 6 horas, a 37°C.

Quando as células fagociticas humanas interagiram com os conidios na
concentracao de 3:1 (conidio:célula), por 6 horas, o percentual de macrofagos
infectados aumentou, 64% do doador D3 e 44% do doador D4, com relacao
aos percentuais de infeccdo dos mesmos doadores frente a conidios na
concentracao 1:1. Com relagdo as células dendriticas, o numero de células
infectadas, 24% para o doador D3, aumentou praticamente 50% em relagao ao
percentual de DCs infectadas quando frente a concentragao de conidios 1:1,

mas por outro lado para o doador D4, houve uma diminuicdo nesse percentual,
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17% de DCs infectadas (Figura 20). Nao houve diferencas significativas entre
os macrofagos e células dendriticas de cada doador (D3: P= 9,3 e D4: P=4,3)

como também entre os doadores (MJ: P= 5,1 e DC: P= 8,55).
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Figura 20 - Percentual de macréfagos e células dendriticas infectadas, de dois
doadores D3 e D4, durante interacado com conidios de Paecilomyces lilacinus,

concentracgado 3:1, por 6 horas, a 37°C.

No tempo de 24 horas de interagdo das APCs com o fungo, em ambas
as concentragbes (1:1 e 3:1), a presenga de tubos germinativos e hifas

impossibilitou a quantificagado das células humanas infectadas.
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5.3.3. Interagao das APCs com conidios de P. lilacinus em Labteks®

com e sem L-Name e em tubos de poliestireno para citometria de fluxo

5.3.3.1. APCs x conidios de P. lilacinus em Labteks®

Macrofagos e células dendriticas dos doadores D5, D6, D7 e D8
interagiram com os conidios fungicos, em Labteks®, na auséncia e presenca
de L-Name, um conhecido inibidor da enzima éxido nitrico sintase induzivel
(INOS), enzima responsavel pela produgao de 6xido nitrico (NO), com objetivo
de investigar de forma indireta, a influéncia do NO produzido pela célula
hospedeira na interacao de P. lilacinus com as APCs.

As APCs interagiram com os conidios do fungo nas concentragdes 1:1 e
3:1 (conidio:célula), nos tempos de incubagao de 6 e 24 horas. No tempo de 6
horas de interacao, nao foi possivel realizar a avaliacdo por problemas de
contaminagéo.

O tempo de incubacao de 1 hora, realizado nos experimentos anteriores,
foi retirado, devido a impossibilidade de certificagdo da internalizagao de alguns
conidios pelas APCs. Portanto, para os demais ensaios foram escolhidos os
tempos de 6 e 24 horas.

Os resultados mostraram que a interacao de conidios de P. lilacinus com
as APCs ocorreu de forma semelhante aos experimentos anteriores € sem
diferencas entre as células dos doadores utilizadas.

De modo a exemplificar apresentamos os resultados dos doadores D5 e
D6. Com 24 horas de interagdo dos conidios, na concentragdo de 1:1
(conidio:célula), com macréfagos (Figura 21) e células dendriticas (Figura 22)

foi observado que as células fungicas apresentaram-se dilatadas, e produzindo
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tubos germinativos e hifas que romperam a membrana celular culminando no
aparecimento do micélio, tanto nas laminas sem L-Name quanto nas com L-
Name. Na avaliagdo qualitativa foram observados vaérios estagios de
desenvolvimento do fungo ocorrendo ao mesmo tempo no interior das APCs.

Nao foram observados resultados divergentes, dos descritos acima,
quando utilizada a concentragéo de 3:1 (conidio:célula) (dados n&do mostrados).

Em relacado a avaliacao quantitativa, o nUmero de células infectadas nao
foi calculado nesse periodo de interagcao (24h), porque uma vez formado o
micélio é impossivel a quantificagcao de células.

As APCs do grupo controle com e sem L-Name apresentaram morfologia

caracteristica, como descrita no item 5.3 (dados ndo mostrados).



Figura 21 — Fotomicrografia Optica da interagcdo de macréfagos com conidios
de Paecilomyces lilacinus, na concentracdo de 1:1 (conidio:célula), por 24
horas, a 37°C. A- Célula fagocitica do doador D5, na auséncia de L-Name,
apresentando conidios dilatados em seu interior ( — ) e hifas rompendo a
membrana celular ( —); B- Célula fagocitica do doador D6, na auséncia de
L-Name, apresentando conidios  dilatados ( — ), e hifas (— ); C- Célula
fagocitica do doador D5, na presenga de L-Name, apresentando conidios
dilatados ( — ); D- Célula fagocitica do doador D6, na presenga de L-Name,
apresentando conidios dilatados ( — ) e micélio em proliferagdo ( — ).

Coloragéo Giemsa. Aumento original 1000x; — =10 ym.
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Figura 22 — Fotomicrografia 6ptica da interagdo de células dendriticas com

conidios de Paecilomyces lilacinus, na concentragdo de 1:1 (conidio:célula),
por 24 horas, a 37°C. A- Célula fagocitica do doador D5, na auséncia de L-
Name, apresentando conidios dilatados em seu interior ( — ) e tubo
germinativo (— ); B- Célula fagocitica, do doador D6, na auséncia de L-
Name, apresentando micélio em proliferacédo ( —> ); C- Célula fagocitica do
doador D5, na presenga de L-Name, apresentando conidios dilatados em seu
interior (—); D- Célula fagocitica do doador D6, na presenga de L-Name,
apresentando micélio em proliferagdo ( —» ). Coloragdo Giemsa. Aumento

original 1000x; — =10 ym.
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5.3.3.2. Percentual de APCs expressando moléculas de
superficie (CD14, B7-1 e DC-SIGN) por citometria de fluxo

Macrofagos e células dendriticas dos doadores D5, D6, D7 e D8
interagiram com os conidios fungicos, em tubos de poliestireno. As APCs
interagiram com os conidios do fungo somente na concentragdo 1:1
(conidio:célula), uma vez que nos ensaios anteriores ndo observamos
diferengas estatisticamente significantes em relagdo a concentragdo 3:1. Os
tempos de incubacdo foram de 6 e 24 horas e posteriormente, foram
processadas para marcacao de superficie celular com anticorpos especificos
como anti-CD-14-FITC, anti-B7.1-FITC, anti-CD209 (DC-SIGN)-PerCP-Cy
(conforme descrito na metodologia) e analisados em citdmetro de fluxo. A
analise referente a interagdo do fungo com as APCs no tempo de 6 horas e,
também, dos doadores D7 e D8 no tempo de 24 horas n&o apresentaram
resultados consistentes, portanto, nao foram incluidos no presente estudo.

A figura 23 apresenta o grafico representativo da analise das células por
citometria de fluxo onde as caracteristicas de tamanho (FSC) e granulosidade
(SSC) foram utilizadas para distinguir cada populagéo celular e definir as
regides para avaliar as APCs. A analise do perfil das células mostra uma
populagao tipica de mondécitos (Mo) e, portanto, as APCs aqui estudadas foram

analisadas na regido R1.
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Figura 23- Grafico representativo da regido R1 (em vermelho) onde foram

analisadas a populagéo de macréfagos e células dendriticas.

As figuras 24 e 25 apresentam as médias dos percentuais de células
fluorescentes dos diferentes doadores analisados comparando-se as situagdes
— teste (APCs + P. lilacinus na concentracéo 1:1) em relagdo a expressao
espontanea de CD14, DC-SIGN e B7.1 na superficie das APCs (controle).

Nossos resultados demonstraram que a percentagem de macrofagos
positivos para o marcador CD14 foi semelhante tanto para os macréfagos sem
a presencga do fungo (controle) (43%) quanto para os mesmos interagindo com
P. lilacinus (41,6%) e, em conformidade com a literatura, a expressao de CD14
esta confinada a macréfagos.

Com relagdo aos marcadores B7.1 e DC-SIGN verificamos que os

macrofagos infectados por P. lilacinus esses marcadores se apresentaram em
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maior quantidade, 65,6% e 45,8%, respectivamente, quando comparados aos

controles (11,6% - B7.1; 0,7%-DC-SIGN) (Figura 24).
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Figura 24- Média dos percentuais de macrofagos dos doadores D5 e D6
apresentando fluorescéncia para as moléculas de superficie, CD14, B7.1 e DC-
SIGN, na presenga e auséncia de conidios de Paecilomyces lilacinus na

concentracao de 1:1 (conidio:célula), no tempo de 24 horas de incubagéao.
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As células dendriticas apresentaram fraca positividade para o marcador
CD14 (17,5%; também em conformidade com a literatura), porém o percentual
de DCs expressando esse marcador foi um pouco maior na presenga do fungo
(20,4%) do que no controle (17,5%). Para os marcadores B7.1 e DC-SIGN os
resultados demonstraram que o percentual das DCs expressando esses
marcadores € naturalmente alto, 54,3% e 32,4%, respectivamente. No entanto,
quando interagindo com o fungo o percentual de células aumentou para 61,7%
para B7.1 e 43,7% para DC-SIGN (Figura 25).
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Figura 25 - Média dos percentuais de células dendriticas dos doadores D5 e D6
apresentando fluorescéncia para as moléculas de superficie, CD14, B7.1 e DC-
SIGN, na presenga e auséncia de conidios de Paecilomyces lilacinus na
concentracao de 1:1 (conidio:célula), no tempo de 24 horas de incubagéao.

A andlise dos tubos-controle (PMA) foi prejudicada, pois estes tubos
foram contaminados. Mas, de qualquer forma, o Labiopac tem relatos de
positividade de expressédo de CD14, B7.1 e DC-SIGN na presenga de PMA

(dados ndo mostrados).
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5.3.4. Analise da producao de citocinas, IL1- e TNF-a, por macréfagos e
células dendriticas interagindo com P. lilacinus

Os sobrenadantes provenientes da interacdo de macréfagos e células
dendriticas dos doadores D7 e D8 com os conidios fungicos, na concentracéo
1:1 (conidio:célula), em Labteks®, nos tempo de 6 e 24 horas foram coletados
com o objetivo de investigar a produgéo de citocinas, IL1-f e TNF-a. Controles
positivos da reagdo foram feitos utilizando PMA para a estimulagdo da
producao de citocinas nas APCs.

Os sobrenadantes da interacao das células dendriticas com os conidios,
no tempo de 24 horas, ndo foram analisados devido a problemas de
contaminagéo.

A figura 26 apresenta os resultados das médias dos niveis de secrecédo
de IL1-B dos macréfagos desafiados com os conidios do fungo, nos tempos de
6 e 24 horas de incubacdo. Os macréfagos interagindo com o fungo
apresentaram aumento na produgéo da citocina (312 pg/ml em 6 horas; 263
pg/ml em 24 horas) quando comparado aos macrofagos na auséncia do fungo
(controle — 98pg/ml em 6 horas; 166 pg/ml em 24 horas) e estimulados com
PMA (175 pg/ml).

As células dendriticas dos doadores interagindo com o fungo, no tempo
de 6 horas (Figura 27), apresentaram niveis de IL1-B (346 pg/ml) semelhantes
aos encontrados quando as DCs foram estimuladas com PMA (338 pg/ml) e

em quantidades maiores que o controle (DC na auséncia do fungo — 168

pg/ml).
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Figura 26 — Médias dos niveis de secregdo de IL1-f de macrofagos dos

doadores D7 e D8 na presenga e auséncia de conidios de Paecilomyces

lilacinus na concentragédo de 1:1 (conidio:célula), no tempo de 6 e 24 horas de

incubacao.
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Figura 27 — Médias dos niveis de secrecao de IL1-3 de células dendriticas dos

doadores D7 e D8 na presenga e auséncia de conidios de Paecilomyces

lilacinus na concentragdo de 1:1 (conidio:célula), no tempo de 6 horas de

incubacao.
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A figura 28 apresenta os resultados das médias dos niveis de secregao
de TNF-o dos macréfagos interagindo com os conidios de P. lilacinus, nos
tempos de 6 e 24 horas. Os macréfagos incubados com o fungo apresentaram
niveis baixos de TNF-a, em ambos os tempos, 0,08 e 0,09 pg/ml,
respectivamente, quando comparados com o controle e também com as
células estimuladas com PMA. Assim como os macrofagos as células
dendriticas interagindo com o fungo também apresentaram niveis baixos dessa
citocina, no tempo de 6 horas de incubagéo, (Figura 29), diferentemente do que

foi observado para as DCs estimuladas com PMA (292 pg/ml).
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Figura 28 — Médias dos niveis de secrecdo de TNF-a de macrofagos dos
doadores D7 e D8 na presenga e auséncia de conidios de Paecilomyces
lilacinus na concentragéo de 1:1 (conidio:célula), no tempo de 6 e 24 horas de

incubacao.
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Figura 29 — Médias dos niveis de secrecdo de TNF-a de células dendriticas
dos doadores D7 e D8 na presenga e auséncia de conidios de Paecilomyces

lilacinus na concentragdo de 1:1 (conidio:célula), no tempo de 6 horas de

incubacao.
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6 DISCUSSAO

As infecgbes invasivas devido a fungos filamentosos estdo recebendo a
cada dia maior importancia por causar morbidade e mortalidade em pacientes,
principalmente, comprometidos imunologicamente (Pfaller & Diekema, 2004).
Fungos como Aspergillus fumigatus e Penicillium marneffei tem recebido maior
atencdo no que diz respeito aos estudos investigativos sobre interagdo com
células fagociticas e as respostas advindas a esse processo (Brakhage et al.,
2010; Roilides et al., 2003).

Paecilomyces lilacinus € considerado um fungo oportunista humano,
emergente, capaz de causar severas infecgdes cutdneas e subcutaneas e,
principalmente, oculomicoses resultando na enucleagdo do globo ocular.
Entretanto, a grande maioria dos trabalhos cientificos relacionados a esse
fungo trata-se de apresentagdo de casos clinicos e seus respectivos
tratamentos. Nao existem trabalhos sobre a interagao in vitro dessa espécie
com células humanas de acordo com os levantamentos cientificos por nds

realizados.

No presente trabalho foi utilizado um isolado de P. lilacinus proveniente
de um paciente com hialohifomicose de seio nasal. Durante as avaliagdes
macro e micromorfolégicas foi verificado que o isolado apresentou
caracteristicas tipicas da espécie, como descrito por Luangsa-ard et al. (2011),
com intensa produgao de conidios aos 14 dias de cultivo em meio adequado.
Essa caracteristica biologica, facilidade em produzir grandes quantidades de
conidios, pode ter conferido a esse isolado vantagens no processo de infecgéo

do hospedeiro, primeiro pela maior dispersdo de seus esporos no ambiente, e
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segundo pela provavel capacidade de produzir estruturas semelhantes a
fialides e conidios no tecido (esporulagao adventicia), além de hifas septadas e
hialinas facilitando, segundo autores, a disseminagdo do fungo no corpo do
hospedeiro (Liu et al., 1998; Pastor & Guarro, 2006).

Para investigar a interagcdo de macréfagos e células dendriticas
humanas (APCs) frente ao isolado de P. lilacinus, utilizamos conidios isolados
do fungo e APCs humanas de doadores sadios em diferentes concentragdes in
vitro.

No experimento, piloto, observamos que conidios de P. lilacinus
interagiram com os macrofagos e células dendriticas humanas nas proporgdes
de (2:1 e 5:1, conidio:APC) no periodo de 3 horas de incubagdo. As APCs
fagocitaram os conidios com sucesso, sem diferengas significativas entre elas
quanto a quantificagdo de células fungicas, na concentragao de 2:1, no interior
dos fagdcitos. Na concentragdo de 5:1 a contagem foi dificultada pela grande
quantidade de conidios no exterior e interior das células humanas. Deste modo,
foi determinado que concentracdes menores do que 5:1 de conidios em relacao
as células fagociticas poderiam ser usadas para que o0 processo de
internalizagdo dos mesmos e as etapas posteriores da interacdo fossem
visualizadas mais detalhadamente. Em modelo murino Peixoto et al. (2010)
estudando a interagao de conidios de P. lilacinus com macrofagos peritoneais,
in vitro, e tomando como pressuposto os dados da literatura que mostram que
esse fungo possui baixa viruléncia (Pastor & Guarro, 2006) e acreditando,
incorretamente, que os macrofagos murinos seriam capazes de impedir a
germinagao dos conidios e facilmente os matariam apos o processo fagocitico,

utilizaram a concentragdo de 2:1 (conidio:macréfago murino) para o desafio
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dos fagdcitos. Surpreendentemente, esses autores verificaram que o fungo foi
capaz de infectar os macréfagos, in vitro, e mata-los em 24 horas de interagao,
demonstrando a capacidade invasiva e patogénica dos isolados estudados.

No nosso estudo, os dados da interagéo utilizando as proporgdes de 1:1
e 3:1 de APC e fungo, no tempo de 1 hora de interagdo demonstraram que os
conidios ja se encontravam no interior dos macréfagos. O mesmo foi
observado para outros fungos como Pe. marneffei, Fusarium solani, F.
oxysporum e Verticillium nigrescens (Rongrungruang & Levitz 1999; Winn et al.,
2003). Mais recentemente, um estudo mostrou que a fagocitose e a morte
intracelular de Aspergillus fumigatus, A. terreus e A. flavus por macrofagos e
células dendriticas humanas ocorria ja com 30 minutos de interacdo em todas
as espécies estudadas (Perkhofer et al., 2007). No entanto, dados discordantes
foram obtidos por Robertson et al. (1987) quando incubaram conidios de A.
fumigatus e Pe. ochrochloron com mondcitos e células polimorfonucleares
humanas, por 1 hora, pois verificaram que os conidios nesse periodo, em sua
maioria, encontravam-se apenas associados as células, sendo dificil distinguir
entre conidios aderidos as células daqueles fagocitados quando observados
por microscopia oOptica. A discordancia dos dados entre autores pode ser
devido a diferenga no processo de avaliagdo do que foi considerado fagocitose.
Robertson et al. (1987) levantam a questdo de que sé se pode inferir a uma
particula a denominagao de “fagocitada” se ela tiver passado pelas duas fases
do processo de fagocitose: a) adesdo da particula a superficie da célula
fagocitica; b) ingestdo da particula pela célula fagocitica. No nosso trabalho foi

possivel confirmar a internalizacdo dos conidios de P. lilacinus pelas APCs
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devido a visualizagdo de estruturas semelhantes a fagossomos contendo o
fungo.

No decorrer da interagdo dos conidios fungicos com as APCs
investigadas no presente trabalho, foi observado que no tempo de 6 horas de
incubacdo, em ambas as concentragbes (conidio:APC) utilizadas, a
internalizagao de células fungicas aumentou e alguns conidios comegaram a se
dilatar demonstrando a grande atividade metabdlica da célula fungica nesse
periodo. Segundo Latgé (1999) a dilatagdo de conidios € um pré-requisito, e
etapa 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 comegcam a se dilatar, inclusive testes de
sensibilidade de conidios dilatados desse fungo demonstraram que os mesmos
sao mais resistentes que conidios latentes. Também foi comprovado que
conidios de A. fumigatus podem germinar no interior de mondcitos sugerindo
que uma segunda linha de defesa de células fagociticas, os neutrofilos, sejam
importantes na contencdo de conidios que resistem a morte intracelular por
monacitos (Schaffner et al., 1982; Schaffner et al, 1983; Washburn et al.,
1987). Assim como nos nossos resultados com P. lilacinus, a interacdo de
mondcitos humanos com conidios de A. fumigatus por 6 horas também ocorre
a dilatagdo, ao longo do tempo de interagdo, dos conidios no interior das
células fagociticas (Loeffler et al., 2009). Com relagdo as células dendriticas
também ja foi demonstrado que as mesmas fagocitam conidios de A. fumigatus
(Gafa et al., 2007) e, de modo semelhante, conidios latentes, conidios dilatados
e hifas de A. fumigatus séo fagocitados. Entretanto, os conidios s&o menos

susceptiveis que as hifas (Bozza et al., 2002).



85

No nosso trabalho, com o aumento do tempo de incubacao dos conidios
de P. lilacinus com as APCs, para 24 horas, as células fagociticas humanas
apresentaram, em ambas as concentragdes de conidio por célula fagocitica,
conidios dilatados com tubos germinativos. Fusarium solani, uma das espécies
fenotipicamente relacionada ao Purpureocillium lilacinum, espécie atualmente
proposta como novo nome para Paecilomyces lilacinus (Luangsa-ard et al.
2011), foi fagocitado por macréfagos derivados de mondcitos isolados de
sangue periférico humano e apds 24 horas os conidios produziram tubos
germinativos (Vieira, 2008), semelhantes aos encontrados nesse estudo. Os
tubos germinativos, observados aqui, se desenvolveram formando hifas
septadas que romperam a membrana dos fagécitos culminando na destruigao
dessas células e surgimento de um micélio.

Nos nossos ensaios de interacdo, observamos pequenas diferengas
entre as APCs provenientes dos doadores, visto que as células dendriticas de
um dos doadores nao apresentaram grandes quantidades de hifas se
ramificando em micélio, apenas hifas septadas, isoladas foram vistas.
Entretanto, ndo consideramos essa diferenca relevante, mas sim, muito
provavelmente, relacionada a variabilidade genética das células entre os
doadores. Mesmo porque, apesar da nao visualizacdo de um micélio
abundante para as células em questao, verificamos que o isolado de P.
lilacinus utilizado estava viavel e ativo no interior das APCs de todos os
doadores, evadindo os mecanismos de defesa inato dessas células por
mecanismos ainda desconhecidos.

Dependendo da espécie ou mesmo da fase do desenvolvimento do

fungo e das células que participam das defesas do hospedeiro, dados
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diferentes de interacdo sao observados. A interacao, por 24 horas, de conidios
e formas de leveduras de Pe. marneffei com neutrdfilos mostrou que os
conidios resistiram a morte, enquanto as formas de levedura ndo (Kudeken et
al., 2000). Assim como os macrofagos, os neutréfilos desempenham um
importante papel na defesa do hospedeiro contra infecgdes, entretanto para
determinados fungos como Cryptococcus neoformans, eles s&o recrutados ao
sitio da infeccdo, mas nao tem um papel protetor, enquanto que para infecgdes
pulmonares causadas por Aspergillus sp. os neutréfilos constituem a primeira
linha de defesa (Noverr et al., 2006). Macréfagos interagindo com conidios de
diferentes espécies de Aspergillus foram capazes de fagocita-los e mata-los
apos 2 horas de incubagao (Perkhofer et al., 2007). Schaffner et al. (1982)
verificaram que conidios de A. fumigatus foram fagocitados por macréfagos
que impediram a sua germinagao, matando as células fungicas em 48 horas de
incubacao. Por outro lado, Robertson et al. (1987) descreveram que mondcitos
e leucdcitos polimorfonucleares humanos foram capazes de fagocitar conidios
de Pe. ochrochloron, mas conidios de A. fumigatus permaneceram associados
a membrana dos fagécitos.

Como citado anteriormente, estudos sobre a interacdo de P. lilacinus
com células fagociticas humanas sao inexistentes e o nosso trabalho é
pioneiro. Até o presente momento foi realizado apenas um estudo, pelo nosso
grupo, com essa espécie utilizando macréfagos peritoneais murinos (Peixoto et
al., 2010) e os resultados foram semelhantes aos encontrados nesse trabalho.
Mazet et al. (1994) investigaram a interacao entre P. farinosus com neutrofilos
equinos e verificaram que as células fungicas foram internalizadas apés 1 hora

de incubacao resultando em um micélio limitado a monocamada de neutréfilos
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apos 16 horas. Esses dados demonstram, claramente, a capacidade invasiva
do género para células fagociticas durante experimentos in vitro. Se tais
observacgodes in vitro refletem os mecanismos que ocorrem in vivo ainda nao
sabemos e necessitam ser esclarecidos.

A analise quantitativa da interacdo das APCs foi realizada no periodo de
incubacao de 6 horas, pelo fato de observarmos estruturas semelhantes a
fagossomos, ndo havendo duvidas do processo fagocitico e também maior
atividade metabdlica do conidio e, consequentemente, maior probabilidade dele
permanecer viavel e formar hifas no interior do fagécito. Foi verificado que néo
houve diferengas significativas entre o percentual fagocitico das APCs de cada
doador, como também entre os doadores. O que nos leva a ressaltar que assim
como os macrofagos s&o células que eficientemente reconhecem e fagocitam
patégenos fungicos, as células dendriticas sdo também altamente fagociticas e
podem fagocitar e degradar Histoplasma capsulatum, C. neoformans, Candida
albicans, A. fumigatus (Noverr et al., 2006) e diante dos nossos resultados P.
lilacinus.

Depois de analisarmos a interagao de conidios de P. lilacinus com APCs
por 1, 6 e 24 horas, elegemos os tempos de 6 e 24 horas para os demais
experimentos, visto que o conidio a partir de 6 horas de interacdo com as
células apresenta sinais de plena atividade ndo demonstrando susceptibilidade
frente aos possiveis mecanismos de defesa das células fagociticas utilizadas
nesse estudo.

Vieira (2008) além de demonstrar, experimentalmente, a infeccédo de
macrofagos humanos por F. solani, também mostrou que macréfagos

inativados pelo L-Name (inbidor de NO-sintase, ou seja, inibe 6xido nitrico)
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foram, visivelmente, mais permissivos a infecgdo por esse patéogeno. Dessa
forma, achamos relevante investigar de forma indireta a influéncia do 6xido
nitrico na interacao de P. lilacinus com as APCs interagindo conidios do fungo,
em ambas as concentragdes (1:1 e 3:1), com as células fagociticas, na
presenca e auséncia de L-Name. Nossos resultados mostraram que nao houve
diferenga entre as APCs interagindo com os conidios fungicos na presenga ou
auséncia de L-Name no tempo de 24 horas, em ambas as concentracdes de
conidio por célula. Os conidios foram capazes de germinar formando hifas que
se ramificaram, dando origem a um micélio dentro das APCs, com e sem o
inibidor, sugerindo que os mecanismos oxidativos, relacionados ao o&xido
nitrico, da resposta celular frente a P. lilacinus podem nao ser eficientes para a
degradacao de suas células ou as APCs n&o produzem 6éxido nitrico mediante
a interagdo com P. lilacinus. Adicionalmente, estudo sobre a interagcéo de
células leveduriformes e conidios de Pe. marneffei com a linhagem
macrofagica J774 demonstrou que ambas as formas fungicas foram
internalizadas pela célula fagocitica e danificadas quando as mesmas foram
estimuladas a produzir 6xido nitrico e intermediarios de nitrogénio reativo
(Cogliati et al., 1997). Da mesma forma, relatos de inibicdo de crescimento de
conidios e leveduras, no interior de macrofagos murinos, de diferentes fungos,
como C. neoformans, Histoplasma. capsulatum, C. albicans, Pneumocystis
carinii € Rhizopus spp. ja foram demonstrados (Granger et al., 1988; Lane et
al., 1994; Nakamura et al., 1994; Blasi et al., 1995; Ishimine et al., 1995; Jorens
et al., 1995). Outra investigagdo com o fungo Pe. manerffei demonstrou que
células leveduriformes foram mais susceptiveis ao 6xido nitrico de macréfagos

peritoneais murinos do que conidios (Kudeken et al., 1998). Por outro lado,
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oxido nitrico ndo parece estar envolvido na atividade fungicida de macréfagos
alveolares murinos e humanos contra A. fumigatus (Michaliszyn et al., 1995).
Sendo assim, mais estudos sdo necessarios para o melhor entendimento dos
mecanismos pelos quais as células fagociticas humanas realizam para o
controle do crescimento de P. lilacinus.

Vale ressaltar que durante o processo de laténcia e germinagdo de
conidios, e mesmo nas formas hifais, sdo expressas diferentes moléculas
antigénicas na superficie das células fungicas que podem estimular diferentes
células e, consequentemente, induzir diferentes tipos de respostas no
hospedeiro (Schaffner et al., 1982).

Sendo assim, no presente trabalho, utilizamos populagdes celulares
enriquecidas de macrofagos e células dendriticas. Nas culturas de células
dendriticas observamos um baixo percentual de células CD14 positivas, aliado
ao alto percentual de células DC-SIGN positivas, enquanto que nas culturas de
macrofagos verificamos um alto percentual de células CD14 positivas e um
percentual extremamente baixo de células expressando o marcador DC-SIGN,
confirmando o enriquecimento das populagdes escolhidas para o estudo.

Neste contexto, a expressdao de moléculas de superficie, como CD14,
B7.1 (CD80) e DC-SIGN (CD209), nos macréfagos e células dendriticas frente
a conidios de P. lilacinus foi investigada, por citometria de fluxo, apds interagcéo
do fungo com as APCs, na concentracdo de 1:1, por 24 horas. Nesse
experimento utilizamos somente essa concentracdo de conidio:APC, pois nao
observamos diferengas significativas nos experimentos de interagdo com as

concentracdes analisadas anteriormente.
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Nao observamos nenhuma diferenca na expressao de CD14 nos
macrofagos na presenga e auséncia do fungo. Estudos prévios demonstraram
o envolvimento de CD14 na ativagdo de mondcitos por hifas de A. fumigatus
(Wang et al., 2001) e que a adesao entre mondcitos humanos e conidios de
Pe. marneffei foi inibida quando tratados com anticorpos anti-CD14
(Srinoulprasert et al., 2009). Por outro lado, € interessante ressaltar o achado
de expressdo génica negativa para CD14 na investigagdo sobre genes que
codificam proteinas de membrana, envolvidas em adesdo e fagocitose do
fungo Pa. brasiliensis. Os autores interagiram macréfagos alveolares da
linhagem MHS com célula leveduriforme e fragdes de parede celular desse
fungo, por 24 horas, e demonstraram expressao génica negativa ou né&o
apresentaram alteracdo quando foram utilizadas fragdes de parede da fase
filamentosa e da fase leveduriforme, respectivamente (Gongalves, 2010).

Em relagdo ao marcador B7.1 observamos um maior percentual de
macrofagos expressando B7.1 quando na presenca de P. lilacinus quando
comparados com 0s mesmos na auséncia do fungo. Esses dados, mostrando o
aumento do percentual dessas células positivas para esse marcador frente a
células fungicas, estdo de acordo com a literatura. E provavel que antigenos do
fungo que apresentem PAMPs induzam as APCs a expressarem co-
estimuladores B7.1. Estudo sobre o aumento da regulagdo dessa molécula em
camundongos sensibilizados com A. fumigtatus demonstraram aumento do
percentual de células B pulmonares e macrofagos expressando CD80 e CD86
nos animais sensibilizados com o antigeno do fungo e sugeriram que essa
estimulagdo pode contribuir para o aumento de células T, principalmente as

que produzem citocinas do tipo Th2 (Barrios et al., 2005).
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Outra molécula que avaliamos foi a DC-SIGN, e verificamos que houve
um expressivo aumento do percentual de macrofagos expressando essa
molécula (45,8%) na presenga do fungo. Resultados semelhantes foram
encontrados por Ngaosuwankul et al. (2008) demonstrando o aumento do perfil
de expressdo desse marcador em macrofagos derivados de mondcitos
humanos apds estimulacdo com células leveduriformes de Pe. marneffei
utilizando a tecnologia de microarranjo de DNA. Outro estudo sugere que a
molécula DC-SIGN media a adesdo e internalizagdo de conidios de A.
fumigatus por macrofagos e células dendriticas (Serrano-Goémez et al., 2004).

Similarmente ao observado com macréfagos, em nosso estudo, néo
houve diferenca na expressdo de CD14 nas DCs na presenga ou auséncia de
conidios de P. lilacinus.

Para o marcador B7.1, as DCs na auséncia do fungo apresentaram um
percentual médio de 54,3% de células expressando esse marcador e em
contato com P. lilacinus houve um aumento discreto para 61,7%. Uma vez que
foi alta a expressdo desse marcador nas DCs na auséncia do fungo, nao
podemos avaliar se este discreto aumento tem alguma importdncia no
desencadeamento de uma resposta imune efetora. No entanto, é plausivel
supor que esse fungo seja capaz de estimular a expressdo dessa molécula que
tem o papel co-estimulatério na ligagdo entre as DCs e os linfocitos T,
participando, segundo a literatura, na definicdo da resposta efetora contra
antigenos fungicos, como os de Pa. brasiliensis (Sato, 2010). A expresséo de
B7.1 foi observada quando conidios de A. fumigatus, mortos pelo calor, foram

postos em contato com DCs (Grazziutti et al., 2001). Em contraste, a
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diminuigdo da expressao de CD80 em DCs de camundongos infectados por
células leveduriformes de Pa. brasiliensis ja foi relatada Ferreira (2003).

Em relagdo ao marcador DC-SIGN, estudado aqui, verificamos que
quando as DCs interagiram com P. lilacinus houve um aumento do percentual
dessas células expressando esse marcador (43,7%) em relagéo as células na
auséncia do fungo (32,4%), o que nos leva a atribuir esse aumento a presenga
dos conidios. A literatura cita que o papel de DC-SIGN na captura de conidios
de A. fumigatus por DCs humanas e a detecgdo desse mesmo marcador em
macrofagos alveolares fortalecem o papel do mesmo na captura fungica e
sugere sua participacdo nos estagios iniciais de aspergiloses invasivas e no
desenvolvimento de infec¢gdes pulmonares fungicas em hospedeiros debilitados
imunologicamente (Serrano-Gomez et al., 2004). Estudos anteriores tém
demonstrado correlacdo de aumento da expressao de DC-SIGN na superficie
de DCs com a ligagéo e a internalizacao de conidios de A. fumigatus (Serrano-
Gbémez et al., 2004) e de fungos queratinofilicos (Serrano-Gomez et al., 2005).
Além disso, DC-SIGN reconhece carboidratos com manose e oligossacarideos
Ca?*-dependentes na superficie de varios patdégenos, como C. albicans, A.
fumigatus e Chrysosporium tropicum e admite-se que o DC-SIGN mediaria a
captagao dos fungos, internalizando antigenos por endocitose, além de mediar
a adeséo intercelular, reconhecendo moléculas enddégenas, como ICAM-2 na
superficie das células endoteliais e ICAM-3 na das células T selvagens (revisto
por Criado et al., 2011). Entretanto, a fungdo do DC-SIGN na resposta imune

aos fungos ainda nao tem sido amplamente estudada.
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Além da expressdo dos marcadores celulares nos macrofagos e células
dendriticas ndés avaliamos, também, a secregédo das citocinas IL1-B e TNF-a
por estas células na presenga do fungo.

Os nossos dados mostram que conidios de P. lilacinus foram capazes
de estimular macréfagos e células dendriticas a secretarem IL1-. Resultados
semelhantes foram obtidos por Vieira (2008) para macréfagos humanos
interagindo com conidios de F. solani. Entretanto, dependendo da fase
morfologica do patdégeno fungico a indugdo da expressédo de citocinas pode
variar. Por exemplo, conidios latentes de A. fumigatus n&o induzem a
expressao de varias citocinas e quimiocinas, entre elas IL1-f e TNF-a,
diferentemente da hifa (Loeffler et al. 2009). Estimulagao de IL1-f em fagdcitos
humanos e murinos por fungos filamentosos tem sido investigada por RT-PCR
para diferentes citocinas. Os autores demonstraram que mRNA para IL1-3 foi
fortemente induzido em monécitos frente hifas de A. fumigatus e Scedosporium
prolificans e células leveduriformes de Pe. marneffei, sugerindo que esses
fagdcitos contribuem para a producdo de citocinas durante uma infec¢ao
fungica invasiva (Wang et al., 2001; Ngaosuwankul et al., 2008). Em relacéo as
células dendriticas Sato et al. (2010) ndo obtiveram niveis detectaveis de IL-13
quando células dendriticas de pacientes com paracoccidioidomicose e de
individuos sadios foram deixadas em culturas. Por outro lado, Stockmann-
Juvala et al. (2008) verificaram que fuminosina, micotoxina com efeitos toxicos
e carcinogénicos em animais, produzida por Fusarium verticillioides, inibiu a
producao de citocinas por células dendriticas, entre elas a IL-1[3, e concluiram
que essa micotoxina pode ter um impacto na expressdo de citocinas e

quimiocinas em DCs humanas.
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A andlise da secregdo da citocina TNF-o pelos macréfagos, aqui
realizada, demonstrou que, no tempo de 6 horas de interacdo, os valores
médios detectados foram muito baixos. Como os macrofagos na auséncia do
fungo apresentaram niveis altos de TNF-a, 0 que n&o era esperado, mais
experimentos in vifro sdo necessarios para avaliarmos a secreciao desta
citocina. Como as DCs nao produziram TNF-a, tanto na presenca quanto na
auséncia do fungo, é possivel que nas células dendriticas conidios de P.
lilacinus ndo induzam a a producdo dessa citocina. Ao contrario do que foi
verificado nesse estudo, conidios de F. solani aumentaram expressivamente a
producédo de TNF-a de macréfagos humanos, porém com o decorrer da
infeccao, apds 24 horas de incubacédo, os niveis dessa citocina comegaram a
decrescer (Vieira 2008). A. fumigatus é capaz de induzir ou ndo a expressao de
TNF-a, dependendo da fase morfolégica que interage com fagécitos (Loeffler et
al. 2009). Outros fatores como o perfil genético do hospedeiro também pode
influenciar na producao de citocinas, afirmacado essa demonstrada por Calich &
Kashino (1998) apos investigagdo da produgéo de citocinas por camundongos
resistentes e sensiveis a infeccdo por Pa. brasiliensis. Esses autores
verificaram que macréfagos peritoneais de camundongos B10.A (sensiveis ao
fungo) secretaram altos niveis de TGF-B e baixos niveis de TNF-o quando
desafiados com células leveduriformes do fungo, diferente dos macréfagos de
camundongos A/Sn (resistentes) que liberaram altos niveis de TNF-a
associado com uma pequena producao de TGF-.

No tempo de 24 horas de interagcdo dos macrofagos com os conidios,
assim como para as células dendriticas, os valores obtidos foram considerados

muito baixos, e também para as células sem estimulo, para inferir ao fungo a
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causa da inibicado ou ndo estimulagdo da secregcdo de TNF-a, sendo
necessarios Novos ensaios.

O presente estudo da interagdo in vitro do fungo oportunista, emergente,
P. lilacinus, um dos agentes causais da hialohifomicose, com células
apresentadoras de antigenos humanas (macrofagos e células dendriticas)
amplia os conhecimentos acerca de sua capacidade invasiva e de estimulagao
de moléculas importantes na resposta imune do hospedeiro, até o momento
desconhecida. Adicionalmente, visa chamar a atengcdo da comunidade
cientifica acerca da sua viruléncia e estimular maiores estudos sobre a

epidemiologia da doenga, patogénese e inter-relagdo com o hospedeiro.
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7 CONCLUSOES

Os resultados da analise da interagao in vitro do fungo Paecilomyces
lilacinus, agente causal da hialohifomicose, com células apresentadoras de
antigenos (macrofagos e células dendriticas, ambas derivados de mondcitos

isolados de sangue periférico humano) permitem concluir:

= A anélise morfologica do isolado de P. lilacinus proveniente de paciente
com hialohifomicose de seio nasal apresentou caracteristicas tipicas da

espécie;

» A interagdo de conidios do isolado de P. lilacinus com macréfagos e
células dendriticas (APCs) de doadores saudaveis demonstrou que o

fungo é capaz de infectar, de modo semelhante, ambas as células;

= O tempo de 6 horas de interagéo foi o melhor para a analise quantitativa,
visto que neste momento os conidios encontravam-se internalizados,

delimitados por vacuolos e muitos ja dilatados no interior das APCs.

= A concentragédo de 1:1 (conidio/APCs) foi a melhor proporgéao entre as
células para avaliar o processo de internalizagado do fungo e as etapas
da infecgdo, monstrando que os conidios no interior das APCs sé&o
capazes de se dilatar, formar tubos germinativos, hifas septadas e

micélio, destruindo as células humanas em 24 horas de interacao;
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= A presenga de L-Name na interagcédo do isolado de P. lilacinus com as
APCs, demonstrou que nao houve alteracdo no processo de
desenvolvimento do fungo no interior das células humanas, sugerindo
que os mecanismos oxidativos, relacionados ao Oxido nitrico, da
resposta celular, especificamente, frente a esse fungo parecem nao ser
eficientes para a degradacdo de suas células ou ndo sao produzidos

durante essa infec¢ao;

A interacao de conidios de P. lilacinus com a populacao enriquecida de
macrofagos demonstrou que a infecgdo estimulou o aumento do
percentual de células positivas para a molécula co-estimulatéria B7.1 e
da molécula DC-SIGN indicando a presenga de processos metabdlicos

de ativagdo para a apresentacao do antigeno;

» Na populagdo enriquecida de células dendritcas o aumento do
percentual do marcador B7.1 foi semelhante na auséncia e presenca do
fungo. Por outro lado, foi significativo o aumento do percentual de DCs
expressando o marcador DC-SIGN na presenca de P. lilacinus,
sugerindo o papel importante dessas células na captura de seus

conidios;

= Os conidios de P. lilacinus foram capazes de estimular a secrecao da
citocina IL1-B pelos macrofagos e células dendriticas, e é possivel que
eles tenham inibido a produgcdo de TNF-a pelos macréfagos, mas novos

ensaios deverao ser realizados para a confirmacao dos resultados.
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