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MASSUDA, Thiago Yuiti Castilho. Efeito protetor da ciclosporina A em
camundongos BALB/c infectados com Paracoccidioides brasiliensis. 2009. 81

f. Dissertacao (Mestrado em Patologia Experimental) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2009.

RESUMO

A paracoccidioidomicose (PCM) € uma das micoses sistémicas mais importantes da
América Latina, e tem o Brasil como centro endémico. Trabalhos recentes
demonstram que as drogas que atuam na via da calcineurina interferem no
crescimento de fungos patogénicos, incluindo o fungo Paracoccidioides brasiliensis,
em ensaios in vitro, sugerindo o seu potencial terapéutico. O presente trabalho teve
como objetivo investigar o efeito da Ciclosporina A (CsA), um inibidor da via da
calcineurina, na paracoccidioidomicose experimental em camundongos. Os
camundongos BALB/c foram divididos em quatro grupos de 6 animais cada
(“Control”, “CsA”, “Pb” e “Pb/CsA”). Dois grupos de animais (“Pb” e “Pb/CsA”) foram
inoculados (i.v.) com 1x10° leveduras de P. brasiliensis (Pb18), enquanto os outros
dois grupos (Control e CsA) receberam apenas solugédo salina tamponada (PBS).
Durante 30 dias, os grupos CsA e Pb/CsA receberam, em dias alternados, 10mg/kg
de CsA (s.c.), ja os grupos “Control” e “Pb” receberam PBS. Antigenemia, resposta
imune humoral, resposta imune celular, histopatologia e unidades formadoras de
colonias foram avaliadas apés 30 dias de infecgdo. A antigenemia, resposta imune
humoral e citocinas (IFN-y, TNF-a, IL-4 e IL-10) foram avaliadas por ensaio
imunoenzimatico (ELISA). A avaliacdo da resposta imune celular foi realizada por
teste de hipersensibilidade tardia (DTH) e por meio de cultura de linfocitos
estimulados com exoantigeno de Pb. Os resultados mostraram que a CsA possui um
efeito protetor na PCM experimental, com diminuigdo da antigenemia e da carga
fungica nos 6rgaos. A CsA foi capaz de inibir tanto a resposta imune especifica
humoral como a celular, com a diminuigdo do nivel das citocinas IFN-y, TNF-a e IL-4.
Concluimos pelos resultados que a CsA embora induza imunodepressao apresenta
efeito protetor na PCM experimental em camundongos BALB/c.

Palavras-chave: Paracoccidioides brasiliensis. Paracoccidioidomicose.
Calcineurina. Ciclosporina A. Citocinas. Antigenemia.



MASSUDA, Thiago Yuiti Castilho. Protector Effect of Cyclosporin A on BALB/c
mice Infected with Paracoccidioides brasiliensis. 2009. 81 f. Dissertation

(Master’s Dregree in Experimental Pathology) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2009.

ABSTRACT

Paracoccidioidomycosis (PCM) is an important systemic mycosis prevalent in Latin
America with most causes in Brazil. Calcineurin pathway has been described as
essential to pathogenic fungi, including P. brasiliensis, and its potential therapeutic
application throughout pharmacologic inhibition has been described. The objective of
this work was to evaluate the protector effect of cyclosporine A (CsA), a calcineurin
inhibitor, in murine experimental PCM. Male BALB/c mice were separated into 4
groups composed by 6 animals each ("Control", "CsA", "Pb" and "Pb/CsA). Groups
"Pb" and "Pb/CsA” were inoculated i.v. with 1x10° Paracoccidioides brasiliensis yeast
cells (Pb18), while control and CsA groups received only saline-phosphate buffer
(PBS). During 30 days, “CsA” and “Pb/CsA” groups received every other day
10mg/kg of CsA (s.c.), the groups "control" and "Pb" received just PBS. Antigenemia,
humoral immune response, cytokines (IFN-y TNF-a, IL-4 and IL-10) assessed by
ELISA, cellular immune response evaluated by delayed hypersensitivity (DTH) test
and by lymphocyte culture stimulated with specific Pb exoantigen, the colony-forming
units (CFU) and histopathology were all evaluated 30 days post infection. The results
showed that CsA has protective effect in experimental PCM, with decreased
antigenemia and organs fungal load. Ciclosporin was able to inhibit the specific
humoral and cellular immune response, with decrease in IFN-y, TNF-a and IL-4
cytokine levels. In conclusion, althout the immunossupressive effect, the CsA has
protective effect in murine experimental PCM.

Keywords: Paracoccidioides brasiliensis. Paracoccidioidomycosis. Calcineurin.
Ciclosporin A. Citokines. Antigenemia.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 PARACOCCIDIOIDES BRASILIENSIS E A PARACOCCICIOIDOMICOSE

Nas ultimas décadas os fungos de importancia meédica vém
ganhando destaque, principalmente em virtude das infecgdes que acometem
pacientes imunodeprimidos (ROMANI, 2004). Dentre esses fungos, os dimorficos
sdo o0s responsaveis pela maioria das infecgdes sistémicas de humanos e outros
mamiferos. Representados por patdégenos como Candida albicans, Coccidioides
immitis, Blastomyces dermatitidis, Paracoccidioides brasiliensis e Histoplasma
capsulatum, esses fungos possuem um mecanismo de transicdo dimodrfica
fundamental para o estabelecimento da infecgdo. Esse processo de dimorfismo é
desencadeado por uma série de alteragdes intracelulares em virtude de fatores
relacionados a interagao patégeno — hospedeiro e a mudanga de temperatura (SAN-
BLAS; SAN-BLAS, 1994; ODDS et al., 2001; GOW et al., 2002; ROONEY; KLEIN,
2002).

Inicialmente relatada por Lutz em 1908, a Paracoccidioidomicose
(PCM), doenga de natureza granulomatosa e evolugdo predominantemente crénica,
tem como agente etiologico o fungo P. brasiliensis. O processo de transicéo
dimérfica do fungo P. brasiliensis, in vitro, é dependente da mudanca de
temperatura; sugerindo que de alguma forma o fungo percebendo esse estimulo
responda, via sinalizagdo celular, a esse sinal. A temperatura ambiente (25°C), o
fungo apresenta-se com micélio septados - podendo apresentar conidiogenise -
(Figura 1), diferenciando-se para a forma de levedura, com parede bi-refringente e
multiplos brotamentos quando a temperatura de 37°C (in vitro) ou a partir da invasao
de tecidos do hospedeiro (Figura 2) (SAN-BLAS; SAN-BLAS, 1982; BRUMMER et
al., 1993). Dessa forma, esse processo de transicdo dimorfica é facilmente
reproduzido in vitro a partir da simples mudanca da temperatura de incubagao do
microrganismo, o que faz de P. brasiliensis um excelente modelo para o estudo dos

mecanismos moleculares envolvidos no dimorfismo (SAN-BLAS, 1985).



L e e

Figura 1 - Paracoccidioides brasiliensis na forma de micélio a temperatura de 25°C.
Fonte: http://botit.botany.wisc.edu/toms_fungi/jan2005.html)

Figura 2 - Paracoccidioides brasiliensis na forma de levedura a temperatura de 37°C.
Fonte: http://botit.botany.wisc.edu/toms_fungi/jan2005.html

17
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A PCM, uma das mais importantes micoses sistémicas da América
Latina (SAN-BLAS, 1993; LACAZ, 1994), é considerada por Coutinho e
colaboradores (2002) a oitava causa de mortalidade por doenga predominantemente
cronica ou repetitiva entre as patologias infecciosas ou parasitarias.

No International Colloquium on Paracoccidioidomycosis realizado em
Medellin, Colédmbia, 1986, a PCM foi classificada em PCM-infec¢do, PCM-doenca de
forma aguda ou subaguda (forma juvenil), forma crénica (tipo adulta) ou forma
residual (sequelas). A PCM crbénica pode ser novamente subdividida em PCM
unifocal ou multifocal conforme o numero de locais de lesées (FRANCO et al.,1987).

A grande maioria dos individuos expostos ao fungo apresenta uma
infeccdo assintomatica (PCM infecgédo), podendo levar a doenga cerca de 2% dos
individuos infectados cujo numero na América Latina & estimado em 10 milhdes
(MCEWEN et al., 1995).

Estudos epidemioldgicos utilizando-se teste intradérmico com
paracoccidioidina para a detecgao de contato prévio com P. brasiliensis ou pelo uso
de teste imunoenzimatico (ELISA), detectando anticorpos IgG especificos, revelam
que a exposi¢cao ao fungo € alta em populagdes de individuos adultos e saudaveis,
principalmente em areas rurais (DIXON et al., 1998, BOTTEON et al., 2002) . A
infeccao primaria da PCM pode persistir em focos quiescentes por décadas, como
observado em casos importados, sugerindo que durante este periodo estes
pacientes foram capazes de controlar a disseminagao fungica. Alguns tipos de
medicamentos utilizados contra a rejeicdo de 6rgaos ou quimioterapicos podem
levar a reativacdo do P. brasiliensis latente por indugdo de imunossupressao do
hospedeiro. O desenvolvimento da doenca fica entdo dependente de fatores como a
viruléncia do patdégeno, da suscetibilidade genética e do estado imunitario do
hospedeiro. (FRANCO, 1987; SAN-BLAS et al., 2002).

Na PCM-doenca, a forma aguda é mais grave e menos freqliente -
entre 3% e 5% dos casos - (BRUMMER et al., 1993), acomete principalmente
criancas e adultos jovens em igual proporcéo entre os sexos masculino e feminino. E
caracterizada por uma rapida evolugdo, com envolvimento do sistema
reticuloendotelial, causando linfadenopatia e hepatoesplenomegalia. Como ocorre

hipertrofia de bago, figado e linfonodos, além de disfungdo da medula 6ssea essa
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forma da doenca é facilmente confundida com uma desordem linfoproliferativa nas
disseminagdes graves.

Nesta forma da doenca, os pulmdes, apesar de serem a porta de
entrada da infecgdo, dificimente sdo acometidos, logo n&o apresentam
manifestagbes clinicas ou radiologicas, exeto em linfoadenopatias para-hilares
(BRUMMER et al., 1993; BENARD et al., 1995).

Por outro lado, a forma crénica como ja mencionado pode
apresentar desde uma forma benigna e localizada (unifocal), com acometimento
predominantemente do pulmao ou tecidos mucocutaneos, até casos mais graves e
disseminados (multifocal), dependendo da competéncia da imunidade celular do
individuo (FRANCO et al., 1987; BRUMMER et al., 1993).

Na pcm crénica, 90% dos pacientes possuem manifestagdes clinicas
pulmonares evidentes, e em aproximadamente 25% dos casos os pulmbes
constituem os unicos 6rgaos clinicamente acometidos (unifocal). Contudo, muitas
vezes 0 envolvimento pulmonar € silencioso, e clinicamente o paciente apresenta
lesdes extrapulmonares (multifocal) (FRANCO et al., 1987; MANNS et al., 1996).

A pcm é restrita a américa latina com uma distribuicdo nao uniforme,
estendendo-se do méxico até a argentina. O brasil € o pais com maior incidéncia
(80% dos casos relatados), possuindo focos de ocorréncia os estados de sao paulo,
rio de janeiro, minas gerais, parana, rio grande do sul, goias e mato grosso do sul. A
doenga é menos frequente no nordeste do pais, devido a aridez do clima (WANKE;
LONDERO, 1994; COUTINHO et al., 2002).

O habitat e o ciclo biolégico de p. Brasiliensis ainda nao estao
totalmente esclarecidos, contudo, diversos estudos ecoepidemioldgicos sugerem
que esse fungo sobreviva na sua fase miceliana de forma saprobiota em regides
com solos umidos, ricos em matéria organica e com pequenas alteragcdes de
temperatura (RESTREPO et al., 1985; 2001). Em condicbes adversas como
limitagdo de umidade e nutrientes o fungo pode produzir propagulos da forma
miceliana denominados de conidios, os quais podem infectar, via aerdgena, o
homem (RESTREPO et al., 2001).

Apos inalados, os conidios atingiriam os pulmdes, onde sofreriam a
transicdo para a forma de levedura, fundamental para o estabelecimento da infecgéo
(ROONEY; KLEIN, 2002). A partir dos pulmdes, o fungo pode disseminar-se por
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todo o corpo (através da via sanguinea e/ou linfatica) causando lesdes nos 6rgaos
ou tecidos internos e até lesdes mucocutadneas. Caso nao ocorra a disseminagéao, a
infeccdo pode tornar-se latente ou cronica, ou ainda ser erradicada, dependendo da
resposta imunoldgica do hospedeiro e da viruléncia do fungo (FRANCO, 1987; SAN-
BLAS et al., 2002). Nao sao descartadas as ocorréncias de infecgdes acidentais pela
inoculacdo direta em outras partes do corpo, como nas regides oral e anal
(FRANCO, 1987).

1.2 ASPECTOS IMUNOLOGICOS DA PCM

A defesa imunolégica do hospedeiro mamifero contra as micoses
sistémicas além de complexa é multifatorial, dependendo de mecanismos da
resposta imunologica do hospedeiro, tanto inatos quanto adaptativos (HUFFNAGLE;
DEEPE, 2003; ROMANI, 2004).

A imunidade adaptativa, essencial para o controle das micoses
sistémicas, é didaticamente dividida em resposta celular ou humoral. A imunidade
celular é coordenada principalmente pela subpopulagdo de linfécito T auxiliar ou
helper 1 (Th1) enquanto que a humoral pela subpopulagdo Th2. Nos ultimos anos,
cada vez mais vém sido demonstrando que a resisténcia aos fungos causadores das
micoses sistémicas causadas por Candida albicans, Aspergillus fumigatus,
Cryptococcus neoformans, Coccidioides immitis, Histoplasma capsulatum,
Blastomyces dermatitidis e Paracoccidioides brasiliensis esta associada a uma
resposta imunoldgica celular efetiva, enquanto que a suscetibilidade a uma resposta
predominantemente humoral (ROMANI, 2004).

Os linfocitos Th1 e Th2 diferenciam-se a partir de uma célula T
precursora denominada de ThO. A diferenciagcado desse precursor em Th1 ou Th2 é
dirigida principalmente, mas, ndo unicamente pelas citocinas - interleucina 12 (IL-12)
para Th1 e interleucina 4 (IL-4) para Th2 - produzidas por células da imunidade inata
no inicio da infeccdo. Desse modo, em uma resposta tipica a infecgdo fungica,
ocorre uma producédo de IL- 12 pelas células dendriticas (DCs) e macréfagos,

seguida pela produgao de IFN-y. Esse cenario induz uma resposta mediada por Th1,
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que caracteriza a imunidade celular. Por outro lado, a producéao inicial de IL-4 pelas
DCs ou por outros leucécitos direciona uma resposta do tipo Th2, responsavel pela
ativagdo da imunidade humoral (D"OSTIANI et al., 2000; MALDONADO-LOPEZ;
MOSER, 2001; KIDD, 2003; ROMANI, 2004). Assim, o fendtipo da célula fungica,
sua carga antigénica, o subtipo da DC, o receptor utilizado pelas DC, o background
genético, tanto do fungo como do hospedeiro além do microambiente co-
estimulatério parecem ser fatores que contribuem para a polarizacdo de uma
resposta imune ser celular ou humoral (KUCHROO et al., 1995; D'OSTIANI et al.,
2000; MALDONADO-LOPEZ; MOSER, 2001; BOZZA et al., 2002; FERREIRA et al.,
2003; HUFFNAGLE; DEEPE, 2003; ROMANI, 2004).

Na PCM humana, pacientes que desenvolvem a forma crbnica
geralmente apresentam imunidade celular preservada, exceto em formas mais
graves da doencga onde a imunidade celular é deficiéncia. Andlises histopatologicas
de lesao de pacientes com PCM cronica mostram granulomas epitelidides tipicos,
que circundam as lesdes e dificultam a multiplicagdo do fungo (MONTENEGRO,
1986). A PCM é caracterizada como uma doenga de padrdo granulomatoso, sendo o
granuloma a lesdo fundamental, apresentando-se como componente essencial na
defesa anti P. brasiliensis. Essa lesdo resulta de uma reagao de hipersensibilidade
tardia (DTH) contra antigenos do agente infeccioso, ocorrendo também em outras
doengas infecciosas, como tuberculose, hanseniase e histoplasmose. O
desenvolvimento do granuloma permite a contengdo do patégeno, impedindo sua
disseminagao pelo organismo (ROMANI, 1997). O macréfago € a principal célula
integrante do granuloma, apresentando atividades microbicidas e de apresentador
de antigeno, além de, juntamente com linfécitos T, produzir citocinas. Plasmacitos,
eosindfilos e fibroblastos também estdo presentes no granuloma (DE BRITO;
FRANCO, 1994). A atividade de linfécitos T e a resposta granulomatosa sao
caracteristicas das formas localizadas da infecgdo, enquanto que nas formas
disseminadas ndo se observa formac&o de granulomas epitelidides (SAN-BLAS;
NINO-VEGA, 2001; MURPHY, 1998).

A resposta imunoldgica humoral na forma crbénica apresenta niveis
menores de anticorpos especificos, quando comparada com a forma aguda. Na

forma cronica encontramos niveis mais elevados de anticorpos do tipo 1gG1 na
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forma crénica unifocal, e de IgG4 e IgE na forma multifocal (MAMONI et al., 2001;
MAMONI et al., 2002).

Pacientes com a forma aguda apresentam uma resposta
imunoldgica humoral preservada, com altos niveis de anticorpos especificos do tipo
IgG4, IgE e IgA (BENARD et al., 2001; MAMONI et al., 2002; MAMONI et al., 2001),
enquanto a resposta imunolédgica celular a antigenos do fungo esta deprimida
(BENARD et al., 1996, MOTA et al.,, 1985). A analise histopatolégica das lesdes
mostra reagdo inflamatdria ndo especifica com formacdo de granulomas frouxos,
observando-se multiplicagdo ativa do fungo dentro das células fagocitarias
(FRANCO et al., 1996; SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).

Em modelo experimental tem sido comparada a resposta imune
utilizando-se linhagens de camundongos resistentes (A/Sn) e susceptiveis (B10-A) a
infeccao por P. brasiliensis (CANO et al., 1995).

Camundongos da linhagem resistente a infecgdo apresentam uma
efetiva resposta imune celular quando infectados através da via intraperitoneal (i.p.),
com a cepa virulenta de P. brasiliensis (Pb18), com eficiente ativagdo de macréfagos
e altos niveis de IFN-y (mostrando tendéncia de resolugdo do processo infeccioso,
por meio de resposta mediada pelos clones Th1). Esses animais apresentam ainda
baixos niveis de anticorpos especificos 1IgG1 e IgG2b, caracteristico de um perfil
Th2. (CALICH; KASHINO, 1998; KURITA et al., 1999; SOUTO et al., 2000).

Como ja mencionado, os linfocitos Th1 parecem ter papel essencial
para uma resposta imune celular efetiva contra os fungos causadores de micose
sistémica importantes. Observa-se entdo que a resisténcia de certas linhagens de
camundongos pode estar associada a uma manutencao dos niveis de interleucina-2
(IL-2) e IFN-y durante todo o curso da infecgao (CALICH; KASHINO, 1998). O IFN-y
age ativando os macrofagos (principal célula efetora da imunidade celular) a um
estado microbicida 6timo, em sinergia com o TNF-a, além de induzir a produgéo das
subclasses de imunoglobulinas IgG2a e IgG3, as quais contribuem para imunidade
antifungica por meio de suas atividades acentuadas de fixacdo de complemento e
opsonizacdo. O papel da IL-2 é de contribuir na estimulacdo da proliferacdo de
células T CD8+ (MURRAY, 1990; 1994; BEAMAN, 1991; AGUIRRE et al., 1995;
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CANO et al. 1998; 2000; KAWAKAMI et al., 1996; ALLENDOERFER et al., 1997;
LAVIGNE et al., 1998).

A susceptibilidade em camundongos parece estar mais relacionada
com a ativagao preferencial dos linfocitos Th2 que produzem citocinas controladoras
da ativagao e diferenciacdo de linfocitos B em plasmdcitos (células secretoras de
anticorpos); demonstrando a sua importancia na indugdo da resposta imune
humoral. A IL-4 controla a troca de classe de imunoglobulina para IgE, tendo assim
um papel central na defesa contra helmintos e na regulagdo da resposta alérgica.
Estimula também produgdo de subclasses de IgG (IgG1 em camundongo) que
neutralizam, porém n&o opsonizam antigenos (SOUTO et al.,, 2003; SINGER-
VERMES et al., 1993; CACERE et al.,, 2002). Outros estudos mostraram que
camundongos susceptiveis sdo precocemente imunossuprimidos apos infecgéo
intraperitoneal (i.p.) com o Pb18. Essa imunossupressao observada parece resultar
de uma resposta imune mediada pelos clones de linfocitos Th2. Estudos onde é
induzida a imunomodulagdo Th1-Th2 da resposta murina contra P. brasiliensis
demonstram que o aumento de isotipos do tipo Th1 (IgG2a) contribui para a
sobrevivéncia dos camundongos (AMARAL et al., 2005), além disso, camundongos
nocaute para IL-4 mostraram-se mais resistentes a progressao da infecgao (PINA et
al.,, 2004) e camundongos geneticamente alterados sao capazes de eliminar P.
brasiliensis, quando tem a produgéao de IL-4 inibida (PINTO et al., 2006). No entanto,
a IL-4 pode ter um papel paradoxal protegendo ou estimulando a doenga em
camundongos de linhagens diferentes, o que demonstra a importancia do
background genético na PCM experimental (ARRUDA et al., 2004). Esse fato aliado
aos resultados de Calich e Kashino, (1998) e Kashino e colaboradores (2000), que
observaram uma auséncia de producdo inicial de IL-4 nos camundongos
susceptiveis, mostram que o modelo Th1 e Th2 n&o explica todo o mecanismo de
resisténcia e susceptibilidade na PCM. De forma semelhante, niveis de IL-4 em
pacientes com candidiase mucocutanea cronica, apesar da produgao nao efetiva de
citocinas do tipo 1, geralmente n&o se apresentam aumentados (LILIC, 2002).

Foi observado também, que camundongos da linhagem Balb/c
apresentam resposta imune intermediaria entre a susceptibilidade e a resisténcia
(CALICH et al., 1985).
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Em suma, evidéncias clinicas e dados dos estudos experimentais
mostram que a imunidade celular com desenvolvimento de resposta Th1 €& o
principal mecanismo de defesa do hospedeiro ao P. brasiliensis. Entretanto,
inumeras  variaveis podem  ainda influenciar no  mecanismo de
resisténcia/susceptibilidade da PCM, como mecanismos da imunidade inata, fatores
de viruléncia do P. brasiliensis e a interacdo parasita-hospedeiro. O melhor
entendimento de algumas dessas variaveis pode se tornar subsidio para terapias

alternativas aos tratamentos convencionais da PCM.

1.3 FATORES DE VIRULENCIA

A viruléncia fungica é descrita como um evento altamente complexo,
resultante da expressao de multiplos genes em diferentes estagios da infecgao e
cuja consequéncia poderia estar fortemente associada ao estabelecimento da
patogénese. Estima-se que haja aproximadamente 150.000 espécies de fungos com
apenas 270 descritas como sendo capazes de causar doenga em humanos.
Mecanismos envolvidos na adesao e a sobrevivéncia do patdégeno no interior do
hospedeiro mostram-se essenciais no estabelecimento da patogénese e estédo entre
os principais alvos de estudos pelos pesquisadores.

O teste ideal para avaliagao de um fator de viruléncia é comparar as
respostas biolégicas em fungos com e sem tal fator. Para isso, o protocolo padrao
utilizado na identificagdo desses potenciais fatores de viruléncia € a mutagénese
sitio-dirigida, que permite o estudo de cepas mutantes especificas, e a
correspondente cepa reconstituida, em modelo de infeccdo animal. Baseando-se no
“Postulado molecular de Koch”, Falkow (1998; 2004) definiu que para um gene ser
considerado de viruléncia, a infeccdo ou patogénese causada pelo mutante deve ser
atenuada quando comparada a infeccdo causada pelo tipo selvagem e pela cepa
reconstituida. Esse conceito ficou conhecido como “Postulado de Falkow”.

Atualmente, ferramentas de biologia molecular, como
sequenciamento do genoma do P. brasiliensis, e sistemas de transformacao e

nocaute génico eficientes vém fornecendo ferramentas importantes para o
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entendimento da patogénese fungica (KWON-CHUNG, 1998; LORENZ, 2002;
MAGEE et al., 2003; RAPPLEYE; GOLDMAN, 2006).

Nesse contexto, alguns grupos de pesquisa tém se esfor¢cado em
evindeciar possiveis genes relacionados com fatores de viruléncia de P. brasiliensis.
O Projeto Genoma Funcional e Diferencial de P. brasiliensis permitiu a identificagao
de genes descritos para outros fungos patogénicos causadores de micoses
sistémicas como importantes no processo de infecgcdo, viruléncia, resisténcia a
drogas e dimorfismo, termotolerancia, moléculas de adeséo celular, produgao de
enzimas extracelulares entre outros. O objetivo principal desses projetos € a geragao
de uma biblioteca das sequiéncias expressas nas formas leveduriforme e miceliana
de P. brasiliensis, visando ao mapeamento de seu transcriptoma na condicdo de
cultivo in vitro, bem como a identificacdo dentro desse genoma de provaveis fatores
de viruléncia (FELIPE et al., 2003; 2005; GOLDMAN et al., 2003; TAVARES et al.,
2005).

Findado o projeto do genoma do P. brasiliensis, trabalhos vieram
sendo desenvolvidos no sentido de organizar essas importantes informagdes
obtidas. Fernandes e colaboradores (2005) descreveram algumas vias de
sinalizagao utilizada pelo P. brasiliensis envolvidas na morfogénese e viruléncia,
através de informacgdes vindas de outras espécies fungicas como Saccharomyces
cerevisiae, Cryptococcus neoformans, Candida albicans e Aspergillus fumigatus.
Esse estudo permitiu a evidenciagao de importantes vias de sinalizagdo presentes
no P. brasiliensis, como por exemplo, a via do Calcio-Camodulina-Calcineurina
(responsavel por manter a integridade das células frente a um estresse); mostrando
que esse microorganismo poderia utilizar dessa maquinaria para sobreviver no
ambiente hostil do hospedeiro. Simultaneamente, Amaral e colaboradores (2005),
utiizando a mesma metodologia, destacaram com base em informag¢des do
transcriptoma o P. brasiliensis e de outros trabalhos alguns possiveis alvos
terapéuticos alternativos ao tratamento convencional da PCM. Essa analise
destacou também a via da calcineurina como importante para o P. brasiliensis, tendo
em vista resultados promissores obtidos em modelos com outras espécies de fungos
patogénicos.

Apesar de recentes esforgos ainda ha uma caréncia no principal

meio de investigagao dos fatores de viruléncia que é o sistema de transformagéao e



26

nocaute génico, sendo um importante fator que dificulta o conhecimento sobre a
viruléncia molecular na PCM. Para suprir essa caréncia o uso de bloqueadores
farmacologicos para determinadas vias importantes nos mecanismos de viruléncia

tem se tornado uma alternativa de estudo importante e muito utilizada.

1.4 DESENVOLVIMENTO A 37°C

A associacao entre morfogénese e viruléncia em fungos dimoérficos
tem sido relatada extensivamente na literatura. Alguns isolados mutantes desses
fungos ndo possuem a habilidade de transitar entre as formas micelial e
leveduriforme, sendo avirulentos em modelos experimentais (MEDOFF et al., 1986;
FRANCO et al., 1993; GOW et al., 2002; ROONEY; KLEIN, 2002). Dessa maneira,
esse processo de transformagdo, como ja mencionado, € essencial para o
estabelecimento da infeccdo e desenvolvimento da doenca, provavelmente por
refletir mudangas adaptativas as quais permitem a sobrevivéncia desses fungos no
novo ambiente do hospedeiro.

Esse fendbmeno conhecido como termotolerancia distingue, por
exemplo, C. neoformans var. gatii da var. neoformans. O primeiro ndo cresce
eficientemente a 37 °C e n&o é capaz de causar infecgao letal em camundongos, ao
passo que o segundo cresce facilmente a essa temperatura com consequente
estabelecimento e desenvolvimento de doenca (RHODES, 1988).

Muito mais do que a habilidade de transitar entre as formas micelial
e leveduriforme, esses microorganismos realizam inumeras mudangas em sua
maquinaria celular que os permite sobreviver a uma série de estressores que o
hospedeiro certamente proporcionara. Combinadas essas caracteristicas, somadas
a outras igualmente importantes, tornam viavel a sobrevivéncia e multiplicagdo da
célula fungica no interior do hospedeiro.

Fernandes e colaboradores (2005) identificaram uma variedade de
genes possivelmente associados ao desenvolvimento a 37°C em P. brasiliensis, bem

como alguns envolvidos na transigdo. Muitos desses genes s&o responsivos a



27

determinadas vias de sinalizagdo intracelulares bem estabelecidas em outros
modelos, e como ja mencionada, a via de sinalizagao do calcio € uma delas.

Importante em numerosos processos celulares dos eucariotos, o
célcio esta envolvido em processos de alteragdo da expressédo génica em resposta a
estimulos externos, sendo crucial para a viabilidade celular em situagées que exijam
adaptagcdes as mudangas no ambiente.

A via Calcio-Calmodulina-Calcineurina é descrita como importante
na transformacdo da forma micelial para leveduriforme e manutencdao da
homeostase celular sob condi¢cdes de estresse em fungos patogénicos (KRAUS;
HEITMAN, 2003).

A calmodulina (CaM) esta presente em todas as células eucaridticas,
incluindo P. brasiliensis. No citoplasma, a Calmodulina medeia processos de
regulacdo de proteinas quinases, proteinas fosfatases, fatores de transcrigao,
proteinas motoras e citoesqueleto. A CaM normalmente ¢é geneticamente
representada por um exemplar unico gene que varia de 1 a 15 kb (DE CARVALHO
et al., 2003; KRAUS; HEITMAN, 2003) e inibidores da sua via sdo capazes de
prejudicar a transicao de micélio para levedura em P. brasiliensis (DE CARVALHO et
al., 2003).

A calcineurina (CaN), uma fosfatase serina/treonina dependente de
Ca2*/calmodulina, também é descrita como tendo um papel importante na transi¢éo
de micélio para levedura, crescimento a 37 °C e resposta ao estresse e integridade
celular em leveduras (ODOM et al., 1997a, FOX et al., 2001; KRAUS et al., 2003).

Estudos utilizando diversos fungos patogénicos para humanos
revelam que CaN é essencial para a viruléncia, sendo que o mecanismo de acao
possa talvez ser distinto para cada espécie fungica. Estas diferengas de fungao
podem refletir as necessidades de cada patégeno de sobreviver no interior do
hospedeiro (KRAUS; HEITMAN, 2003), e serao detalhadamente descritas mais
adiante.
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1.5 CALCINEURINA

A Calcineurina (CaN) também conhecida como proteina fosfatase
2B, ou PP2B, é a unica enzima serina/treonina fosfatase com ativagcao dependente
do complexo Ca?*/CaM. Extremamente conservada em eucariotos, a CaN um
heterodimero que apresenta uma subunidade catalitica (CaNA) que tem cerca de
58-64 kDa e uma subunidade regulatoria (CaNB) que possui 19 kDa. A CaNA é
constituida de quatro dominios: o dominio com atividade fosfatase, o que se liga a
subunidade CaNB, um dominio com afinidade por Ca2+/CaM, e um segmento auto-
inibitorio. Ja a subunidade CaNB possui quatro regides ligantes de Ca?* quando
estimuladas promovem um aumento da atividade fosfatase. Esta atividade é
estritamente dependente da presenca da subunidade regulatéria CaNB e da ligagéo
de Ca?*/CaM. Nao foi observada atividade fosfatase da CaN na presenca de CaM
livre de Ca®* (SHIBASAKI et al., 2002; XIANG et al., 2003).

De maneira geral a CaN desempenha um papel crucial nas células
eucarioticas; tendo importante participacdo desde regulagdo da homeostase da
leveduras sob condicdes de estresses até a ativagao de linfécitos nos humanos,
entre outras fungdes (CLIPSTONE; CRABTREE, 1992; ARAMBURU et al., 2004).

Nos linfécitos, a calcineurina é ativada pelo aumento da
concentracdo de Ca®* citoplasmatico, que ocorre logo apds a estimulagdo das
células T quanto encontram o antigeno. O sinal gerado pelo contato com o antigeno
ativa uma série de tirosina proteina cinases que fosforilam e ativam a coenzima
fosfolipase C, iniciando a hidrolise de fosfatidilinositol-4,5 bifosfato, com geracéo de
inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) e diacilglicerol, e resultando na mobilizacdo de calcio
intracelular, que se liga a calmodulina. Como ja descrito o complexo calcio-
calmodulina ativa a calcineurina. A calcineurina ativada desfosforila a forma
citoplasmatica do fator de transcricdo NFAT (fator nuclear de células T ativadas),
permitindo entdo seu deslocamento para o nucleo, onde se liga a regido promotora
dos genes da interleucina 2 (IL2), interleucina 4 (IL4) e interferon gama (IFN-y),
causando a transcricdo dos mesmos e a secregao das referidas citocinas (figura 3)
(CLIPSTONE; CRABTREE, 1992; BAKSH; BURAKOFF, 2000).
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Figura3 - Mecanismo de ativagdo de linfécitos e mecanismo de acédo dos inibidores da
calcineurina
Fonte: Cope (2002).

Apesar desse papel da calcineurina estar bem estabelecido na
resposta imunitaria, recentes trabalhos tém apontado um importante envolvimento
dela na promocgéao da viruléncia de fungos patogénicos para humanos (STEINBACH
et al., 2007a).

A ativacdo da via do Ca?/CaM/CaN ¢ descrita em fungos como
indutora de um controle adequado dos parametros bioquimicos, genéticos e de
alteragdes morfolodgicas em situagbes em que sao exigidas adaptagdes as condigdes
estressantes.

Diversos estudos tém mostrado a importancia da calcineurina em
modelos de fungos patogénicos onde, dependendo da espécie do fungo, ela
aparece ligada a regulagcao de fungdes que incluem crescimento, germinagcéo e

extensdo hifas, desenvolvimento, sobrevivéncia e crescimento sob condi¢des
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normais e principalmente sob condi¢cdes estressantes (KRAUS et al., 2003; STIE;
FOX, 2008).

Quando a célula fungica é obrigada a sobreviver sob condi¢des de
desfavoravies de temperatura (ODOM et al.,, 1997; PEITER et al., 2005), pH
(BLANKENSHIP et al., 2003), ions (LIU, et al., 2006) ou na presencga de antifungicos
(ONYEWU et al., 2003) ocorre um aumento dos niveis intracelulares de calcio, que
por sua vez liga-se a calmodulina, ativando a calcineurina (FERNANDES et al.,
2005). Uma vez ativada a calcineurina ativa o fator transcricional Crz1/Tcn1 -
homodlogo ao fator de transcrigdo NFAT de mamifero - que ao entrar no nucleo ativa
um conjunto de genes responsivos a calcineurina.

Estudos com Saccharomyces cerevisiae mostraram que a ativagao
da CaN e consequentemente do fator de transcricdo Crz1/Tcn1 induz a transcrigao
de genes envolvidos na homeostase e sobrevivéncia da célula (CYERT, 2003),
concluindo-se que o fator de transcricdo Crz1/Tcn1 parece regular a maioria das
respostas impulsionada pela ativagdo da calcineurina sob condicbes de estresse
(VILADEVALL et al., 2004).

A associagao entre a viruléncia do patdégeno e a calcineurina é
descrita em A. fumigatus, C. neoformans, C. albicans e P. brasiliensis (Figura 4).

Em C. neoformans, a calcineurina é exigida para crescimento em
temperatura elevada, uma vez que mutantes nulos desse fungo para ela sédo viaveis
a 24°C, mas néo a 37°C. Além disso, esses mutantes tém o crescimento de suas
hifas afetado, impedindo-as de acasalar. Como consequéncia esses mutantes
tornam-se ndo sao patogénicos quando analisados por infeccdo em modelo
experimental criptococose, podendo ainda ter a sua dispersdo afetada pela nao
producao de esporos (ODOM et al., 1997a; FOX et al., 2001; CRUZ et al., 2001).

De forma semelhante, cepas de A. fumigatus mutantes para
inativagcdo da calcineurina apresentam defeito no processo de extensdo de suas
hifas. Isso mostra papel fundamental da CaN no desenvolvimento celular e
morfologia de A. fumigatus. A infecgdo com esses mutantes, em modelo anima,l leva
a uma significativa diminuicdo na patogenicidade quando comparado com a cepa
selvagem, como acontece no modelo de criptococose (STEINBACH et al., 2006;
FERREIRA et al., 2007)
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A delegcao de qualquer uma das subunidades da CaN também
possui um efeito sobre as células da C. albicans. Trabalhos mostraram que essas
células ficam mais sensiveis a diversas condigbes de estresse, gerando cepas de
viruléncia atenuada em modelo murino de candidiase sistémica (BADER et al., 2003;
SANGLARD et al., 2003; BADER et al., 2006). Essa atenuagédo da viruléncia pela
inativagdo da calcineurina é resultado da impossibilidade do fungo crescer na
presenca de soro, o que nao acontece com a cepa selvagem (BLANKENSHIP et al.,
2003; BLANKENSHIP; HEITMAN, 2005). Isso mostra também que embora a
calcineurina seja essencial para a viruléncia tanto para C. neoformans e A.
fumigatus quanto para C. albicans os mecanismos pelos quais isso acontece
parecem ser diferentes.

Com relagao a estudos com o P. brasiliensis, resultados de analises
da expressao génica por Microarray feitas durante a transicao da fase micelial para
leveduriforme mostraram uma alta expressdo da subunidade B da CaN nessa
condigdo (NUNES et al., 2005). Recentes trabalhos ainda, evidenciam que esse
fungo poderia também utilizar o mecanismo de ativagdo da CaN para se proteger
contra o ambiente hostil do hospedeiro (CAMPQOS et al., 2008).

C. neoformans C. afbicans A. fumigatus P brasiliensis
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Figura 4 - O papel da via da calcineurina em C. neoformans, C. albicans, A.
fumigatus e P. brasiliensis
Fonte: Adaptado de Steinbach et al. (2007a).
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1.6 INIBIDORES DA CALCINEURINA

Muitas estratégias foram desenvolvidas para bloquear a atividade
fosfatase da CaN em varios modelos de estudo. A utilizagdo da ciclosporina A (CsA)
e da tacrolimus (FK506) proporcionou um grande avango no que diz respeito aos
papéis funcionais da calcineurina nos varios sistemas em que ela esta presente.
Estas drogas foram as primeiras a serem utilizadas com a finalidade de bloquear a
atividade biolodgica da CaN. Elas bloqueiam a CaN através da ligagdo a receptores
endégenos conhecidos como imunofilinas e formando complexos que bloqueiam sua
atividade fosfatase (FRIEDMAN; WEISSMAN, 1991; LIU et al., 1991).

De modo geral o complexo formado pela droga com as imunofilinas -
CsA com a ciclofilina A (CyPA) e FK506 com a FK506-binding protein (FKBP) - liga-
se a subunidade catalitica da calcineurina, inibindo sua atividade (Liu et al., 1991).
Devido a esse mecanismo, as concentragdes de imunofilinas (CyPA A ou FKBP) séao
determinantes para um bloqueio mais ou menos efetivo da CaN (WANG; HEITMAN,
2005; DERKX; MADRID, 2001).

A CsA é um polipeptideo ciclico hidrofébico composto de 11
aminoacidos, com férmula CezH111012 € peso molecular 1.202,6 kDa (Figura 5). A
CsA utilizada comercialmente € produzida a partir da cultura do fungo Tolypocladium
inflatum (BOREL et al., 1976). Os efeitos biolégicos da CsA no homem -
imunossupressdo e auséncia de citotoxicidade - foram descobertos durante um
programa de pesquisa no qual muitos cientistas da empresa Sandoz estavam
envolvidos, dentre os quais, os Drs. J. Borel e H. Stahelin (HEUSLER; PLETSCHER,
2001). O isolamento de CsA a partir de culturas do fungo Tolypocladium inflatum e a
subsequente elucidagcdo de suas propriedades imunossupressoras por Borel e

colaboradores (1976) teve grande impacto clinico.
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Figura 5 - Estrutura molecular da Ciclosporina A
Fonte: http://en.wikipedia.org/wiki/Ciclosporin)

Sucintamente, pode-se dizer que a CsA bloqueia a ativagdo e
replicagao dos linfocitos T ao inibir reversivelmente a transcricdo de linfocinas por
meio de fatores citoplasmaticos de transcricdo génica; ou seja, o bloqueio da CaN e
consequentemente do NFAT impede a célula se tornar ativa. O linfécito tera entao
seu ciclo celular bloqueado em GO ou em G1, resultando em um bloqueio da
resposta imune mediada pelos linfécitos T auxiliares e citotdxicos (Figura 3)
(SCHREIBER; CRABTREE, 1992; HEMENWAY; HEITMAN, 1999).

O fato de a CsA agir predominantemente nos linfécitos CD4 (auxiliar)
e CD8 (citotodxico), difere dos outros imunossupressores convencionais pelo fato de
ser seletiva e ndo apresentar influéncia significativa sobre as fungdes
hematopoiética, fagocitica e neoplastica. Estudos in vitro afirmam que a droga
possui um efeito minimo ou nulo sobre linfécitos supressores - também um linfécito
CD8 -, assim como sobre linfécitos B e plasmdcitos, contudo a inibicao das células
de Langerhans e mastécitos ja foi demonstrada (KAHAN, 1989; DUPUY et al., 1991;
FRUMAN et al., 1992; FAIRLEY, 1990).

A FK506 age de maneira semelhante, apesar da diferengca de

estruturas quimicas (FK-506 € um macrolideo e a CsA peptideo ciclico), e por esse
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motivo as duas drogas sao classificadas como inibidores da transcricdo do primeiro
sinal para ativagao do linfécito T(HO et al., 1996).

Em humanos a CsA pode ser administrada na forma oral,
intramuscular e intravenosa, sendo a primeira a forma mais comumente usada. Ja
em modelo animal, Wassef e colaboradores (1985) descreveram em ratos que a
injecao pela via subcutanea -que nao requer anestesia- € mais tolerada pelo animal
e permite que a droga atinja niveis plasmaticos adequados e uniformes. As
concentracdes terapéuticas ideais de CsA ainda ndo estdo bem determinadas.
Segundo Towpic e colaboradores (1985), a dose tem que ser ajustada
individualmente. Varios estudos experimentais relatam o uso de doses entre 5 e
25mg/Kg de peso corporal/dia.

O fato de a incidéncia e gravidade das micoses ter crescido a niveis
alarmantes em todo o mundo, aliados ao surgimento de cada vez mais cepas
resistentes aos tratamentos convencionais de micoses sistémicas geram a
necessidade da descoberta de novos alvos para intervencédo terapéutica dessas
doencas (ODOM et al., 1997b).

Atualmente, as drogas de escolha sdo os derivados imidazdlicos e
triazolicos (pricipalmente itraconazol, cetoconazol e fluconazol), ja que as
sulfonamidas e a anfotericina B tem baixa taxa de aderéncia ao tratamento pelos
pacientes devido aos efeitos colaterais mais exacerbados (HAHN; HAMDAN, 2000;
SHIKANAI-YASUDA et al., 2002; 2006).

Os antifungicos azdlicos inibem as enzimas da via biossintética do
ergosterol, alterando a permeabilidade da membrana celular do fungo. Apesar de
essas drogas apresentarem uma agao terapéutica de efeito fungistatico cessando a
progressdo da PCM, a sequela fibrética resultante persiste constituindo uma
potencial fonte de fungo, a qual pode levar a reativagdo da doencga apds o término
do tratamento.

Neste contexto, a busca de terapias alternativas e do
desenvolvimento de drogas antifungicas mais eficazes e especificas tem se tornado
alvo de estudos de muitos pesquisadores. Algumas estratégias tém sido
empregadas para desenvolver drogas antifungicas, sendo que na era da gendmica,
tem ganhado forga estratégias que usam ferramentas de bioinformatica para

conduzir a descoberta de novos alvos.
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Diversos autores tém sugerido, que o efeito de inibidores da
calcineurina sobre fungos causadores de micoses sistémicas possui um provavel
potencial terapéutico, principalmente se combinados com drogas antifungicas
convencionais (STEINBACH et al., 2007a). A agéo antifungica da CsA, bem como a
da FK506, esta relacionada com o papel da calcineurina e sua relacdo com a
viruléncia desses fungos.

Nos ultimos anos, trabalhos vém descrevendo a agdo antifungica
dos inibidores da calcineurina contra patégenos humanos como C. neoformans, C.
albicans, A. fumigatus e P. brasiliensis (Figura 4).

Em modelo murino de criptococose, a CsA é capaz de reduzir a
carga fungica em quase todos os tecidos, exceto o cérebro, onde a distribuicdo da
droga pode estar comprometida (MODY et al., 1988; 1989).

Da mesma forma como a que acontece nos mutantes nulos para a
calcineurina, estudos mostram o efeito tanto da CsA quanto da FK506 na
capacidade de inibir o crescimento in vitro de C. neoformans a 37°C; sem influenciar
no crescimento a 24°C (ODOM et al., 1997a). Esse efeito antifungico é dependente
da complexacao das CsA e FK506 com suas respectivas imunofilinas, inativando a
calcineurina (CRUZ et al., 2000), por isso, comprovadamente nem todos os
analogos da CsA e da FK506 sado capazes de apresentarem esse efeito (ODOM et
al., 1997b). Cepas geneticamente modificadas para ter deficiéncia em imunofilinas
passam a nao apresentar mais susceptibilidade a CsA e a FK506, ratificando o papel
delas no bloqueio da calcineurina (DERKX; MADRID, 2001; CYERT, 2003).

Resultados semelhantes foram observados em A. fumigatus, onde
estudos demonstraram um efeito antifungico in vitro da CsA e FK506 sobre esse
fungo (HIGH, 1994; BELL et al., 1999; STEINBACH et al., 2004; STEINBACH et al.,
2007b).

Os estudos com C. albicans tém enfocado o efeito sinérgico do
tratamento com antifungicos convencionais, como o fuconazol, e os inibidores da
calcineurina, mostrando que isso pode melhorar significativamente a eficacia da
terapia antifungica (ONYEWU et al., 2003; MARCHETTI et al., 2000a; 2000b).

O fuconazol, como mencionado, possui um efeito fungistatico, ou
seja, é capaz de inibir o crescimento do fungo, mas n&o de matar. A terapia

combinada de fuconazol com os inibidores da calcineurina sugerem que essa
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medicacdo passe de um efeito fungistatico a um potente fungicida, uma vez que
estudos comprovam o sinergismo entre as drogas e o aumento da eficacia do
tratamento (STEINBACH et al., 2007a)

No inicio do processo de dimorfismo ocorre um aumento nos niveis
intracelulares de Ca** no P. brasiliensis, e conseqliente ativagdo da calcineurina.
Um recente estudo mostrou que in vitro, a CsA, foi efetivamente capaz de deter a
transformacao da fase micelial para leveduriforme, além de diminuir o crescimento
de leveduras de P. brasiliensis (CAMPOS et al., 2008). Inesperadamente, a FK506
nao apresentou o mesmo efeito, provavelmente devido a uma diferengca na
propor¢cao CyPA/FKBP, que é descrita no P. brasiliensis como de 20:1 (NICOLA et
al., 2005)

Alguns outros estudos tém evidenciado na pratica clinica que
pacientes transplantados que receberam inibidores da calcineurina sdo menos
freqientemente afetados por micoses sistémicas (SINGH et al., 2003; IACONO et
al., 2006).

Portanto, todos esses resultados sugerem um potencial terapéutico
dos inibidores da calcineurina no tratamento de infecgbes fungicas invasivas,
principalmente se combinas com antifungicos convencionais. (STEINBACH et al.,
2007a).

Baseados nos fatos até aqui mencionados, consideramos oportuno e
relevante o estudo dos efeitos da Ciclosporina A sobre a patogenicidade do P.
brasiliensis em modelo de infecgao experimental murina, bem como também o efeito

desse tratamento sobre a resposta imune do hospedeiro.



2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL
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Avaliar o efeito da Ciclosporina A (CsA) sobre imunopatologia e a

imunidade especifica de camundongos experimentalmente infectados com P.

brasiliensis.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

f)

g)

Determinar a carga fungica de P. brasiliensis nos pulmdes dos
camundongos infectados (CFU);

Determinar os niveis de gp43 soluveis no soro dos
camundongos;

Avaliar o perfil histopatolégico do pulmao, figado, baco e cérebro
dos camundongos;

Analisar a resposta imune celular por teste de hipersensibilidade
tardia;

Analisar a resposta proliferativa de linfocitos do bago estimilados
com antigeno do P. brasiliensis;

Avaliar os niveis das citocinas IL-4, IL-10, INF-y e TNF-a no soro
dos camundongos;

Determinar niveis séricos de IgG total, IgG1 e IgG2a especificos

para o antigeno de P. brasiliensis
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1 ARTIGO A: EFEITO PROTETOR DA CICLOSPORINA A EM CAMUNDONGOS
BALB/c INFECTADOS COM Paracoccidioides brasiliensis

Resumo

Paracoccidioides  brasiliensis €& um fungo dimodrfico causador da
paracoccidioidomicose (PCM), uma das mais prevalentes micoses sistémicas da
América Latina. A Ciclosporina A (CsA), um inibidor farmacolégico da calcineurina,
tem sido descrita como uma droga com potencial antifungico em modelos in vitro
com fungos dimérficos. O Objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito protetor da CsA
na PCM experimental em camundongos. Os resultados demonstraram que a CsA
possui um efeito protetor no modelo de PCM experimental, uma vez que animais
infectados (Pb18,1x10° leveduras, i.v.) e tratados tem uma redugao significativa na
antigenemia (ELISA) e na carga fungica nos 6rgaos (CFU e histopatoldgico) quando
comparados com os camundongos Balb/c apenas infectados. Concordando com os
dados da literatura a droga CsA induz diminuicdo da resposta imune celular
(resposta linfoproliferativa, DTH) e humoral especificas (IgG total, IgG2a, IgG2b por
ELISA) bem como nos niveis de citocinas INF-y, TNF-a e IL-4. Concluimos pelo
trabalho que embora a CsA induza depressao da resposta imune especifica do
hospedeiro, a mesma induz protecdo na PCM experimental em camundongos e
portanto apresenta um efeito protetor.

Palavras-chave: Imunossupresséao. Paracoccidioidomicose. Calcineurina.
Ciclosporina A. Citocinas. Rresposta linfoproliferativa. DTH.

Abstract

Paracoccidioides  brasiliensis is a dimorphic fungus that causes
paracoccidioidomycosis (PCM), a systemic mycosis prevalent in Latin America. The
calcineurin inhibitor cyclosporine A (CsA) has been described as a potential
antifungal drug in models with dimorphic fungi in vitro. Therefore, the aim of this work
was to evaluate the protector effect of CsA in experimental murine PCM. The
protective effect of CsA was demonstrated by lower levels in antigenemia (ELISAg
and the fungal load in organs (CFU and Histopathology) of infected (PB18, 1x10
yeast, iv) and treated (30 days, 10mg/kg) animals when compared with the infected
ones alone. In agreement with previously findings, CsA induced decrease in cellular
immune response (lymphocyte proliferation, DTH) and specific humoral (I1gG, 1gG2a,
IgG2b by ELISA) as well as plasma levels of cytokines INF-y, TNF-a and IL-4. We
conclude that although the CsA induces depression of host specific immune
response, it provides protection against experimental PCM in mice and therefore has
a protector effect

Keywords: Immunosuppression. Paracoccidioidomycosis. Calcineurin. Ciclosporin
A. Citokines. lymphoproliferative response. DTH.
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1.1 INTRODUCAO

A Paracoccidioidomicose (PCM) é uma doenga de natureza
granulomatosa sistémica e evolugdo predominantemente crénica que tem como
agente etiolégico o fungo dimdéfico Paracocciodioides brasiliensis (Pb). Considerada
uma das mais importantes micoses sistémicas da América Latina (SAN-BLAS, 1993;
LACAZ, 1994).

A PCM é na maioria dos casos assintomatica, podendo levar a
doenca cerca de 2% dos individuos infectados (MCEWEN et al, 1995). Clinicamente
podem apresentar duas formas da doenca: a forma aguda ou subaguda (ou forma
juvenil) e forma cronica (tipo adulto) (FRANCO et al., 1987).

O processo de transicdo dimorfica do P. brasiliensis, in vitro, é
dependente da mudancga de temperatura; sugerindo que de alguma forma o fungo
perceba e responda, via sinalizacdo celular, a esse sinal. A temperatura ambiente
(25°C), P. brasiliensis se apresenta na forma de micélio, diferenciando-se para a
forma de levedura, quando submetido a temperatura de 37°C (in vitro) ou a partir da
invasao de tecidos do hospedeiro (SAN-BLAS; SAN-BLAS, 1982; BRUMMER et al,
1993).

Acredita-se que a infecgao por P. brasiliensis ocorra através da
inalagdo de microconidios da forma micelial presentes no ambiente; que inalados
atingiriam os pulmdes, onde sofreriam a transi¢do para a forma de levedura (forma
patogénica). Tal como acontece com os outros fungos dimoérficos patogénicos, o
processo de transicdo da forma micelial para leveduriforme €& considerado
fundamental para o estabelecimento da infeccdo, uma vez que cepas que nao
possuem essa habilidade s&o avirulentas em modelos experimentais (MEDOFF,
1986; FRANCO, 1987; FRANCO, 1993; GOW, et al., 2002; ROONEY; KLEIN, 2002).
Além da habilidade de transitar entre as formas micelial e leveduriforme, esses
microorganismos realizam inumeras mudangas em sua maquinaria celular para
tornar viavel a sobrevivéncia e multiplicacdo de suas células no interior do
hospedeiro.

Atualmente, alguns protocolos de terapia antifungica para a PCM
sao utilizados, variando de acordo com a forma e gravidade da doencga e idade do

paciente. Os protocolos validados e apresentados no Consenso Brasileiro em PCM
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indicam o itraconazol para formas leves e moderadas e anfotericina B para formas
graves. Contudo efeitos colaterais e o longo tempo de tratamento fazem com que
muitas vezes o paciente abandone-o antes de estar totalmente curado (HAHN;
HAMDAN, 2000; SHIKANAI-YASUDA et al., 2002; 2006). Assim, busca de terapias
alternativas e do desenvolvimento de drogas antifungicas mais eficazes e
especificas ou a combinacao de drogas poderiam encurtar o tempo de tratamento.

Nesse contexto, varios trabalhos tém mostrado resultados
promissores da intervengdo na via da calcineurina (CaN) para o tratamento de
infecgdes fungica invasivas.

A CaN é a unica enzima serina/treonina fosfatase com ativagao
dependente do complexo Ca?*/Calmodulina (CaM). Extremamente conservada em
eucariotos, a CaN um heterodimero que apresenta uma subunidade catalitica
(CaNA) que tem cerca de 58-64 kDa e uma subunidade regulatéria (CaNB) que
possui 19 kDa. (SHIBASAKI et al., 2002; XIANG et al., 2003).

De maneira geral a CaN desempenha um papel crucial nas células
eucarioticas; tendo importante participagdo desde regulacdo da homeostase da
leveduras sob condicdes de estresses até a ativacao de linfécitos nos humanos,
entre outras fungdes (CLIPSTONE; CRABTREE, 1992; ARAMBURU et al., 2004).
Apesar do papel da CaN estar bem estabelecido na resposta imunitaria, recentes
trabalhos tém apontado um importante envolvimento dela na promogé&o da viruléncia
de fungos patogénicos para o homem (STEINBACH et al., 2007a).

A ativacdo da via do Ca®*/CaM/CaN é descrita em fungos como
indutora de um controle adequado dos parametros bioquimicos, genéticos e de
alteragdes morfoldgicas, regulando fungdes que incluem crescimento, germinagao e
extensao de hifas, desenvolvimento, sobrevivéncia e crescimento sob condicbes
normais e principalmente sob condi¢cdes estressantes (KRAUS et al., 2003; STIE;
FOX, 2008). Quando a célula fungica se encontra obrigada a sobreviver sob
condigbes de desfavoraveis de temperatura (ODOM et al., 1997; PEITER et al.,
2005), pH (BLANKENSHIP et al., 2003), ions (LIU, et al., 2006) ou na presenca de
antifangicos (ONYEWU et al., 2003) ocorre um aumento dos niveis intracelulares de
calcio, que por sua vez liga-se a CaM, ativando a CaN (FERNANDES et al., 2005).
Uma vez ativada a CaN ativa o fator transcricional Crz1/Tcn1 - homologo ao fator de

transcricdo NFAT de mamifero - que ao entrar no nucleo ativa um conjunto de genes
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envolvidos com a sobrevivéncia da célula e a homeostase do calcio. (CYERT, 2003;
VILADEVALL et al., 2004).

Em C. neoformans, a CaN é exigida para crescimento a elevada
temperatura, crescimento de hifas e para a viruléncia, uma vez que mutantes nulos
para a CaN sdo nao patogénicos quando analisados por infecgdo em modelo
experimental de criptococose (ODOM et al., 1997; FOX et al., 2001; CRUZ et al.,
2001).

De forma semelhante, a CaN apresenta um papel fundamental no
desenvolvimento celular, morfologia e viruléncia de A. fumigatus, ja que a infecgéo
com esses mutantes em modelo animal leva a uma significativa diminuicdo na
patogenicidade quando comparado com a cepa selvagem, como acontece no
modelo de criptococose (STEINBACH et al., 2006; FERREIRA et al., 2007)

Em C. albicans a CaN nao é necessaria para o crescimento a 37°C,
contudo trabalhos mostraram que ela € exigida em diversas condi¢gdes de estresse,
ja que cepas mutantes para a CaN tém a viruléncia atenuada em modelo murino de
candidiase sistémica (BADER et al., 2003; SANGLARD et al., 2003; BADER et al.,
2006), principalmente devido a dificuldade de o fungo crescer na presenga de soro
(BLANKENSHIP et al., 2003; BLANKENSHIP; HEITMAN, 2005).

Com relacao a estudos com o P. brasiliensis, resultados de analises
de microarray feitas durante a transicdo da fase micelial para leveduriforme
mostraram que ocorreu uma alta expressdo da subunidade B da CaN nessa
condigdo (NUNES et al., 2005).

Duas conhecidas drogas imunossupressoras, ciclosporina A (CsA) e
tacrolimus (FK506), s&o descritas como inibidores da atividade da calcineurina. De
modo geral o complexo formado pela droga com as imunofilinas - CsA com a
ciclofiina A (CyPA) e FK506 com a FK506-binding protein (FKBP) - liga-se a
subunidade catalitica da calcineurina, inibindo sua atividade (LIU et al., 1991;
DERKX; MADRID, 2001). Devido a esse mecanismo, as concentragbes de
imunofilinas (CyPA A ou FKBP) sdo determinantes para um bloqueio mais ou menos
efetivo da CaN (WANG; HEITMAN, 2005.).

Em modelo murino de criptococose, a CsA é capaz de reduzir a
carga fungica em quase todos os tecidos, exceto o cérebro, onde a distribuicdo da

droga pode estar comprometida (MODY et al., 1988; 1989). Da mesma forma como
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a que acontece nos mutantes nulos para a calcineurina, estudos mostram o efeito
tanto da CsA quanto da FK506 inibicdo do crescimento in vitro de C. neoformans a
37°C, sem influenciar no crescimento a 24°C (ODOM et al., 1997). Resultados
semelhantes foram observados em A. fumigatus, onde estudos também
demonstraram um efeito antifungico da CsA e FK506 (HIGH, 1994; BELL et al.,
1999; STEINBACH et al., 2004; STEINBACH et al., 2007b).

Os estudos com C. albicans tém enfocado no efeito sinérgico do
tratamento com antifungicos convencionais, como o fuconazol, e os inibidores da
calcineurina, mostrando que isso pode melhorar significativamente a eficacia da
terapia antifangica (ONYEWU et al., 2003; MARCHETTI et al., 2000a; 2000b),
sugerindo que esse sinergismo leve o tratamento de efeito fungistatico a um potente
fungicida (STEINBACH et al., 2007a).

No P. brasiliensis foi demonstrado um aumento dos niveis de Ca**
no inicio do processo de dimorfismo e um importante papel da CaM nesse processo,
uma vez que o seu bloqueio farmacoldgico impede a transigdo (DE CARVALHO et
al., 2006). In vitro, a CsA, também é capaz de deter a transformagéo de micélio para
levedura, bem como de diminuir o crescimento de leveduras de P. brasiliensis
(CAMPOS et al., 2008). A FK506 nao apresentou o mesmo efeito, provavelmente
devido a uma diferenga na proporcao CyPA/FKBP, que é descrita no P. brasiliensis
como de 20:1 (NICOLA et al., 2005).

Todos esses resultados sugerem um potencial terapéutico dos
inibidores da calcineurina no tratamento de infecgdes fungicas invasivas,
principalmente se combinados com antifungicos convencionais. Esse trabalho teve
por objetivo avaliar os efeitos da Ciclosporina A sobre a patogenicidade do P.
brasiliensis em modelo de infec¢cdo experimental murina, bem como também o efeito

desse tratamento sobre a resposta imune do hospedeiro.



56

1.2 MATERIAL E METODOS
1.2.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos da linhagem Balb/c, com
idade entre seis a oito semanas (25 a 30g), alojados no Biotério do Departamento de
Ciéncias Patoldgicas da Universidade Estadual de Londrina-UEL. Os animais foram
mantidos separadamente em gaiolas com tamanho aproximado de 40 cm? (maximo
5 animais por gaiolas), em salas isoladas, ambiente climatizado com alimentagéao e
agua a vontade e iluminagao controlada.

O presente estudo contou com a aprovagdo do comité de ética em
pesquisa animal da Universidade Estadual de Londrina, registrado no CEEA sob o n°
67/08.

1.2.2 Manutencéo do Fungo P. Brasiliensis

O fungo P. brasiliensis da cepa de referéncia 18 (Pb18), foi mantido
a 35°C, cultivado em agar sabouraud 4% (Acumedia Manufacturers, Inc. Lansing,

Michigan) e repicado a cada cinco dias.

1.2.3 Protocolo Experimental

Os camundongos Balb/c foram divididos em quatro grupos contendo
6 camundongos por grupo: 1-Control: Ndo Tratado e Nao Infectado; 2-CsA: Tratado
com CsA e Nao Infectado; 3-Pb: Nao Tratado e Infectado; 4-Pb/CsA: Tratado com

CsA e Infectado.
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1.2.3.1 Infecgao dos animais

Culturas de Pb 18 com 5 dias de crescimento, foram coletadas em
solugdo salina estéril, filtrada em gaze e algodao. Os animais foram infectados pela
via endovenosa com 100uL contendo 1x10° leveduras viaveis de Pb18. Os animais

nao infectados receberam apenas PBS.

1.2.3.2 Tratamento dos animais

Os animais grupos “Tratados” receberam 100ul de Ciclosporina A na
dose de 10mg/kg (SANDIMMUN®, 50mg/ml, Novartis Farma - Produtos
Farmacéuticos, S.A.) pela via subcutanea (sc) em dias alternados por todo o periodo
do experimento. Ja os “Nao Tratados” receberam apenas 100ul de PBS.

Apods 30 dias de infeccdo os camundongos foram eutanasiados e o
sangue e os orgaos (pulmao, figado e bago) devidamente coletados e armazenados
para as analises: do nivel de antigenos soluveis no soro (antigenemia), do nivel de
anticorpos especificos (classes e subclasses), da proliferagdo de linfécitos, do perfil
de citocinas no soro, das unidades formadoras de colénia (CFU), além da analise

histopatoldgica.

1.2.4 Obtengao de Exoantigeno de P. Brasiliensis

Amostras de exoantigeno foram obtidas de acordo com Camargo et
al, 1988. P. brasiliensis B-339 foi cultivado em meio TOM por 7 dias, sob agitacéo a
37°C, apos inativagao do cultivo com timerosal, o sobrenadante foi filtrado, dialisado
contra agua destilada e liofilizado. A concentracdo de proteina do sobrenadante foi
determinada pelo método de Lowry e colaboradores (1951), aliquotadas e

armazenadas em freezer a -80°C.
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1.2.5 Purificagédo de gp43

Amostras de CFA foram submetidas a cromatografia em coluna
Affigel-10 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) contendo IgG monoclonal anti-
gp43, gentiimente cedido pelo Dr. Zoilo Pires Camargo (Universidade Federal de
Sao Paulo, Sao Paulo, Brasil). A gp43 foi eluida com glicina-HCI (0,1mol/l), pH 2,8 e
imediatamente neutralizada com tris (2mol/l) pH 8,6. Fragbes de 1 ml foram
coletadas e avaliadas em espectrofotdbmetro a 280nm. As fragbes com alta
absorbancia foram misturadas, dializadas contra agua destilada, liofilizadas e
analisadas quanto a concentracdo de proteinas pelo método de Lowry. A gp43 foi
entdo utilizada para analise da imunidade humoral especifica e como padrao para a

analise de antigeno soluvel no soro.

1.2.6 ELISA de Inibicdo para Detecc¢ao de gp43 Soluveis no Soro

O ensaio de ELISA de inibicdo para deteccdo de gp43 soluvel foi
realizado como descrito por Marques Da Silva e colaboradores (2003). Inicialmente
uma curva padrao de inibicao foi construida adicionando-se diferentes (de 1ng até
30ug/ml) concentragcbes de gp43 a 100ul de soro de camundongos normais (pool)
em 100 uyl de uma concentragdo padronizada de anticorpo monoclonal(MAb) anti-
gp43 (10 pg/ml). Simultaneamente, amostras de soro dos grupos “Infectados” -
Pb/Csa e Pb — também foram incubadas com 100ul do MAb anti-gp43 na mesma
concentracao.

Imunoplacas (Corning Costar Co., Corning, USA) foram
sensibilizadas com 100 ul/orificios de gp43 (500ng/ml) em tampao carbonato
(pH9,6) por 18hrs a 4°C. Apds o bloqueio e lavagens, 100uL da curva de inibigao,
amostras e controles foram adicionados a placa e incubadas por 2hrs a 37 °C.
Depois de novas lavagens, 100 ulL/orificios de conjugado peroxidase anti-IgG de
camundongo (Sigma Co., USA, A2984) foram adicionado a placa que foi incubada
por mais 1h a 37 °C. Apds nova lavagem, a reacao foi revelada pela adicdo do

substrato contendo tamp&o citrato, cromogeno OPD (Abbot Laboratories, Abbot
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Park, IL, USA) e agua oxigenada. A reagao foi bloqueada com acido sulfurico
(Merck) 4N e a leitura feita em leitor de ELISA Multiskan EX (Labsystems, Helsinki,
Finland) a 492nm. As concentragdes de gp43 no soro dos animais foram calculadas

com base na curva padrao de concentragdes conhecidas de gp43.

1.2.7 Unidades Formadoras de Colbénia-CFU

Apds terem sido sacrificados, o pulméo direito de cada camundongo
foi retirado, macerado e homogeneizado em PBS estéril (0,2g de 6rgado/mL). Em
seguida, 100ul do homogenato foram submetidos a determinagdo do CFU, sendo
que cada amostra foi distribuida em placas de Petri com meio de isolamento para P.
brasiliensis (BHI-agar enriquecido com 4% de soro bovino fetal, 5% do filtrado de
cultura de Pb-339). As placas foram incubadas em estufa de 35°C por 15 dias. Ao
término do periodo de incubagédo, o numero de unidades formadoras de coldnia

(CFU) de P. brasiliensis foi contado visualmente.

1.2.8 Histopatologia

Para avaliagéo histopatoldgica, o pulmao esquerdo, parte do figado,
baco e cérebro, foram removidos dos animais dos diferentes grupos e fixados em
solugao de formalina tamponada (0,05M NaH,PO,4 0,05M NayHPO., agua destilada
e 10% de formol 37%, pH 7.0). Apos fixagdo por 24 horas foram submetidos a
procedimentos rotineiros para inclusdo em parafina e cortes de 5um de espessura
(semi-seriados), que foram corados pela Hematoxilina-Eosina (HE) para as analises
estruturais e de resposta inflamatéria. Algumas secgdes de 5um, fixadas em laminas
de microscopia foram coradas também pela técnica de Grocott (methenamina) para
evidenciagdo das células fungicas no tecido. As laminas foram analisadas em

microscopio Optico e fotografadas a 40X, 100X e 400X de aumento.
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1.2.9 Proliferagao de Linfocitos

Apo6s 30 dias de infecgdo, os camundongos foram sacrificados, e os
bacos retirados assepticamente e macerados. As células dos bacos foram
ressuspensas em uma solugdo hemolitica (tris[hidroximetil aminometano]-tris-base
0,206%; cloreto de ambnio 0,77%). Apds esse procedimento as células foram
centrifugadas e lavadas com PBS, e ressuspendidas em meio RPMI (Sigma Co.,
USA) completo e ajustadas a concentracdo de 1x10° células/ml. Em seguida,
100uL de suspensao celular/orificio foram cultivadas por 116horas a 37C e 5% CO;
com 100uL de Exoantigeno (50ug/ml), antigeno de P. brasiliensis ou apenas 100uL
de meio de cultura. A proliferacédo foi avaliada pelo metabolismo de enzimas
mitocondriais segundo o Meétodo do MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)2,5-
diphenyltetrazolium bromide) (Mosmann,1983). Apds o periodo de cultivo, as placas
contendo as células foram centrifugadas e adicionada a solugdo de MTT (Sigma,
M2128) -5mg/ml em PBS- diluido em meio RPMI com soro fetal bovino na
concentragao final de 500 pug/ml e incubado por mais 4hrs a 37C e 5% CO, . Apos
nova centrifugacdo foram adicionados 100uL de dimetilsulféxido - DMSO -
(Amresco, Ohio) por orificio e a leitura a 550nm realizada em Multiskan EX

(Labsystems, Helsinki, Finland).

1.2.10 Reacgao de Hipersensibilidade Cutanea (DTH)

Para determinar a DTH, 24hrs antes de serem sacrificados, os
camundongos receberam uma inoculagdo subcutdnea com 50uL de Exoantigeno
(Pavanelli et al., 2007) (10ug/mL) no coxim da pata traseira esquerda e PBS estéril
na pata direita (controle). A espessura das patas foi avaliada utilizando paquimetro
(Mitotoyo, draper 0-25mm Micrometer, Tokyo, Japan) e a média de edema-—
expressa em mm - foi calculada subtraindo o resultado das medidas das patas teste
(traseira esquerda) com o resultados das medidas das patas controle (traseira

direita).
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1.2.11 ELISA para IgG Total Anti-gp43

Imunoplacas (Corning Costar Co., Corning, USA) foram
sensibilizadas com 100 ul de gp43 (2,5ug/ml) em tampao carbonato pH 9,6, e
incubadas por 1h a 37°C e 18hrs a 4°C. Apds esse procedimento as placas foram
lavadas 4 vezes com PBS-Tween 20 (PBST) em lavador automatico de placas
(ImmunoWash®1575, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA), e em seguida
bloqueadas com tamp&o de bloqueio (PBST + 5% Leite), por 1h a temperatura
ambiente. Apds novas lavagens, foram adicionadas 100uL/orificios das amostras de
soros dos camundongos diluidos 1:10, e incubadas por 2hs a 37°C. Em seguida
foram feitas novas lavagens com PBST e adicionado o conjugado peroxidase anti-
IgG de camundongo (Sigma Co., USA, A2984), diluido 1:4000 em tampédo de
diluicdo (PBS + 0,5% Leite), e incubado por 1:30h a 37°C. Novas lavagens foram
realizadas e a reacao revelada pela adicdo do substrato contendo tampéao citrato,
cromégeno OPD (Abbot Laboratories, Abbot Park, IL, USA) e agua oxigenada. A
reacao foi bloqueada apdés 30 minutos, com acido sulfurico (Merck) 4N e a leitura
efetuada em leitor de ELISA Multiskan EX (Labsystems, Helsinki, Finland) a 492 nm.

1.2.12 ELISA para Detecgéo de IgG1 e IgG2a Anti-gp43

Imunoplacas (Corning Costar Co., Corning, USA) foram
sensibilizadas com gp43 (2,5 pg/ml) em tampao carbonato (pH 9,6), incubada por
1h a 37°C e 18hrs a 4°C. Depois de lavadas com PBST em lavador automatico de
placas (ImmunoWash®1575, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) e
bloqueadas com tampao de bloqueio (PBST + 5% Leite), por 1h, as placas foram
novamente lavadas com PBST e, em seguida, adicionado as amostras de soros
diluidos 1:10. As placas foram novamente incubadas por 2hrs a 37°C. Apds o
periodo de incubacgado, as placas foram lavadas e adicionados os anticorpos de
coelho anti-lgG1e anti-lgG2a de camundongo (ZIMED, Califérnia, USA) e
novamente incubadas por mais 2hrs a 37°C. Apds nova lavagem foi adicionado o

conjugado peroxidase anti-IgG de coelho (Sigma Co., USA, A1949), seguida do
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mesmo procedimento descrito anteriormente (3.2.11). Os niveis dos anticorpos

especificos foram expressos em densidade 6tica (D.O) a 492nm.

1.2.13 Determinacao do Nivel de Citocinas

Para avaliar o perfil de citocinas na resposta inflamatéria, as
concentragdes de IFN-y, TNF-a, IL-4 e IL-10 foram determinadas a partir do soro dos
camundongos no 30° dia apos infecgdo. Todas as analises foram avaliadas atraves
de ensaios imunoenzimaticos (ELISA) utilizando-se “kit” comercial, seguindo as
recomendagdes do fabricante (Biosource INVITROGEN).

Resumidamente, placas de ELISA foram sensibilizadas com o
anticorpo de captura, diluidos em tampao carbonato (pH 9,6), segundo as normas do
fabricante, e incubadas por 18h a 4°C. Apds este periodo os sitios inespecificos
foram bloqueados com PBS-Tween 20 (PBST) + 1% BSA, por 1 hora. Em seguida,
as placas foram lavadas quatro vezes em PBST e adicionadas as curvas-padrao
para as respectivas citocinas, diluidas na razdo de 1:2. Nos pogos seguintes as
amostras dos soros foram distribuidas e incubadas por 2 horas a temperatura
ambiente. Terminada a incubagao as placas foram lavadas e o anticorpo biotinilado
e logo em seguida a streptavidina-peroxidase foram adicionadas e incubadas a
temperatura ambiente por 2 hrs e 45 min, respectivamente. Apds novas lavagens a
reacao foi revelada pela adicdo do substrato contendo tampdo acetato, TMB
(Zymed, Califérnia, USA) e agua oxigenada. A reacao foi interrompida com acido
sulfurico 2N e a leitura feita em leitor de ELISA ELX-800 Universal microplate reader
(Bio-tek instruments, INC) a 450 nm. As quantidades de citocinas foram calculadas a
partir das curvas-padrao, obtidas pelas diferentes concentragdes das citocinas

recombinantes.

1.2.14 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padrao. Para

comparagao entre os quatro grupos foi utilizada a analise de variancia (ANOVA one-
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way) seguida do pés-teste de Tukey-Kramer, sendo significativos os resultados com
p<0,05. Ja para comparagao entre dois grupos (Pb/Csa X Pb) foi utilizado o teste-t
de Student, também sendo considerado valores de p<0,05 como significativamente
diferentes. Esses testes foram realizados com ajuda do programas estatisticos

GraphPad Prism versao 5.00 para Windows (GraphPad Software, San Diego
California USA).

2 RESULTADOS
2.1 NivEls DE GP43 NO SORO (ANTIGENEMIA)

Para detecgao dos niveis de antigeno soluvel (gp43) no soro dos
animais, foi utilizada a técnica de ELISA de inibicdo. Os resultados expressos em ug
de gp43/ml de soro mostraram uma diminui¢ao significativa da antigenemia (p<0,05)

no grupo tratado com CsA (14,06 £1,65), quando comparado com 0 grupo somente
infectado (22,26 £4,15) (Figura 1).

30-

gpd3 (ug/mL)

Figura 1 - Nivel de gp43 no soro (antigenemia) em camundongos
infectados e tratados com CsA (Pb/CsA), ou somente
infectados (Pb) apds 30 dias de infecgdo. (* p<0,05). A
linha representa a média dos controles sem infeccao
(3,15 pg/ml).
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2.2CFU

O numero de unidades formadoras de colbnias recuperadas
(expresso em escala logaritmica) mostra uma reducdo significativa (p<0,05) no
numero de colbnias viaveis no pulmao dos camundongos tratados com CsA quando

comparados com os animais somente infectados (Figura 2).
3 -

CFU (Logqo)
v

PbiCsA Pb

Figura 2 - Unidades formadoras de colbénias (CFU) do pulméo
dos camundongos infectados e tratados com CsA
(Pb/CsA), ou somente infectados (Pb) apds 30 dias
de infecgdo. (*p<0,05).

2.3 ANALISE HISTOPATOLOGICA

O exame histopatologico do pulmao dos animais apenas infectados
ap6s 30 dias (corados em HE) mostra um grande numero de granulomas, com
extensas areas de destruicdo tecidual nos animais infectados (Figura 3a e 3b). Por
outro lado os animais infectados e tratados com CsA ndo apresentam qualquer
indicio de resposta inflamatdria ou de granulomas (Figura 3c e 3d). A coloragéo de
Grocott evidencia um grande numero de células fungicas viaveis no interior dos
granulomas nos animais infectados (Figura 4a e 4b). Na mesma coloragédo é
possivel evidenciar que o tratamento com CsA diminui visivelmente o numero de
leveduras no pulmao, sendo que as poucas células existentes ndo se apresentam no
interior de granulomas (figura 4c e 4d).

No figado os resultados sdo semelhantes, com a presenca de
granulomas nos animais infectados (Figura 5a e 5 b), com grande quantidade de

leveduras em seu interior (Figura 6a e 6b) e auséncia total de resposta inflamatdria
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nos animais infectados e tratados com CsA (Figura 5¢c e 5d), com poucas células
fungicas no parénquima tecidual (Figura 6¢ e 6d).

Com relagcdo ao bacgo foi observada a presenca de leveduras na
maioria dos animais infectados, enquanto nos animais tratados poucas células
fungicas foram evidenciadas (dados nao mostrados). A tabela 1 resume os dados
das analises histopatoldgicas, com a média de granulomas no pulmao e figado
(média + desvio padréo) de animais infectados e a presenga de leveduras nos

orgaos analisados em todos os animais.

Tabela 1 - Analise histopatolégica dos animais infectados e tratados com CsA
(Pb/CsA) esomente infectados (Pb) apds 30 dias de infecgao.

Granulomas Presenc¢a de Pb
Orgao Pulmio Figado Pulmio Figado Bago
Pb 29.2 (19.5) 4.4 (+2.3) (6/6) (6/6) (4/6)

Grupos
Pb/CsA 0 0 (5/6) (4/6) (3/6)




Figura 3 - Analise histopatoldgica do pulmao de camundongos infectados (a-40X e
b-100X), ou infectados e tratados com CsA (c-40X e d-100X) apds 30
dias de infec¢do. Coloracéo HE.
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Figura 4 -

Andlise histopatolégica do pulmdo de camundongos infectados (a-
40X e b-100X), ou infectados e tratados com CsA (c-40X e d-100X)
apos 30 dias de infecgao. Coloragédo Grocott.
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Figura 5 - Analise histopatologica do figado de camundongos infectados (a-40X e
b-100X), ou infectados e tratados com CsA (c-40X e d-100X) apés 30
dias de infecgdo. Coloracao HE.

68



69

Figura 6 - Analise histopatoldgica do figado de camundongos infectados (a-40X e b-
100X), ou infectados e tratados com CsA (c-40X e d-100X) apds 30 dias
de infeccdo. Coloracido Grocott.

2.4 PROLIFERACAO DE LINFOCITOS

A Figura 7 mostra uma elevagao no indice de proliferagdo (58,6%)
com exoantigeno nos animais somente infectados com Pb (p<0,05) quando
comparado com os demais grupos, mostrando que o tratamento com CsA nos
animais infectados reduz o indice de proliferagdo dos linfécitos frente ao

exoantigeno a niveis semelhantes aos controles.
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PbiCsA Pb CshA Control

Figura 7 — indice de proliferacdo de linfécitos com exoantigeno
dos camundongos infectados e tratados (Pb/CsA),
somente infectados (Pb) e controles (CsA e Control).
(a: p<0,05 em comparacdo a todos os outros

grupos).

2.5 TESTEDE DTH

O teste de DTH feito através da diferenca das areas de secgao
transversal das patas inoculadas com Exoantigeno e das patas controle mostrou que
o tratamento com CsA nos animais infectados (Pb/CsA) reduziu a resposta
inflamatoéria frente a esse antigeno quando comparado com o0s animais
infectados(Pb) (p<0,05), a niveis semelhantes a resposta inflamatoria dos animais
controle (CsA e Control). Os resultados foram expressos com a média do inchago da
pata de cada grupo, sendo que o inchago da pata foi a diferenca entre a pata

inoculada com antigeno e a pata inoculada com PBS.
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Figura8 - Teste de DTH (Media de inchago da pata) dos
camundongos infectados e tratados (Pb/CsA),
somente infectados (Pb) e controles (CsA e
Control). (a: p<0,05 em comparacdo a todos os
outros grupos).

2.6 NivEIS DE IGG TOTAL, IGG1 E IGG2A ANTI-GP43

Os resultados de ELISA para deteccédo dos niveis de IgG total anti-
gp43, expressos em densidade optica (O.D.), foram significativamente maiores nos
grupos infectados (Pb/CsA: 0,355 1£0,077; Pb: 0,494 +0,107) quando comparados
com os controles (CsA: 0,046 £0,006; Control: 0,044 +0,004), sendo que os animais
infectados e tratados com CsA apresentaram niveis menores quando comparados
com o0s animais apenas infectados (p<0,05) (Figura 9a). Quanto aos resultados do
ELISA para deteccédo de IgG1, apenas o grupo infectado (Pb: 0,450 +0,211) teve
niveis aumentados (p<0,05), sendo que os infectados e tratados com CsA tiveram
niveis compativeis aos controles (Pb/CsA: 0,224 +0,09; CsA: 0,160 + 0,045; Control:
0,189 +0,043)(Figura 9b). Ja o ELISA para detecgédo de IgG2a mostra niveis maiores
nos grupos infectados (Pb/CsA: 0,484 1£0,140; Pb: 0,704 +0,186; CsA: 0,091 +0,010;
Control: 0,147 +0,060), com redugao significativa no grupo infectado e tratado com

CsA quando comparado com o apenas infectado (p<0,05) (Figura 9c).
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Figura 9 - Niveis de 1gG total, IgG1 e IgG2a anti-gp43 no soro de camundongos infectados
e tratados com CsA (Pb/CsA), somente infectados (Pb) e controles (CsA e
Control) apds 30 dias de infecgdo. O.D. (Densidade 6ptica a 492nm). (a: p<0,05
para Pb/CsA vs Pb, b: p<0,05 para CsA e Control vs Pb/CsA e Pb).

2.7 PERFIL DE CITOCINAS

O perfil de citocinas no soro dos animais mostra que o tratamento
com CsA nos animais infectados reduz significativamente os niveis de INF-y
(Pb/CsA: 8083 +350; Pb: 9953 +661), IL-4 (Pb/CsA: 235 +44; Pb: 761 £131) e TNF-a
(Pb/CsA: 1712 +14; Pb: 1959 +31) quando comparados com 0s animais somente
infectados (p<0,05). Os niveis de IL-10 (Pb/CsA: 1418 +30; Pb: 1309 142) nao
apresentaram diferengas significativas entre dois grupos. Resultados foram

expressos em pg/ml.
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Figura 10 - Perfil de citocinas (INF-y, IL-4, TNF-a e IL-10) no soro de
camundongos infectados e tratados com CsA (Pb/CsA) ou
somente infectados (Pb) apds 30 dias de infecgao. (*p<0,05).
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2.8 DISCUSSAO

Trabalho recente tem demonstrado que, in vitro, a CsA possui
efeitos significantes sobre a morfologia e o crescimento do P. brasiliensis,
principalmente sobre a forma de levedura (CAMPOS et al., 2008) e, o presente
trabalho, investigou pela primeira vez o possivel efeito protetor da CsA, inibidor da
calcineurina, na PCM murina experimental.

O tratamento com CsA foi capaz de diminuir a carga fungica (CFU)
no pulmao dos camundongos Balb/c apds 30 dias de infecgdo, bem como o nivel de
gp43 circulante no soro, que sao parametros utilizados para avaliar a maior ou
menor severidade da doenca (MENDES-GIANNINI et al, 1989; SALINA et al, 1998;
MIURA et al, 2001; RAMOS et al, 2005; DA SILVA et al., 2004). Adicionalmente, as
analises histopatolégicas evidenciaram que o tratamento com CsA diminui
notavelmente o numero de leveduras encontradas em todos os tecidos avaliados
(pulmao, figado e bago), ratificando os dados do CFU e antigenemia. Este efeito
protetor de CsA no modelo murino de PCM €& concordante com o de Mody e
colaboradores (1988; 1989) que mostraram efeito semelhante da CsA em modelo
murino de criptococcose.

Como ja é bem estabelecido na literatura, a CsA é uma droga com
grande efeito imunossupressor, sendo utilizada na pratica clinica no tratamento da
rejeicdo de transplante. Seu mecanismo de agédo é devido a ligagdo a receptores
citoplasmaticos denominados Ciclofiina A —-CyPA- (uma imunofilinas). Esse
complexo CsA-CyPA liga-se a calcineurina, que nos linfécitos T é responsavel de
ativar o fator de transcrigdo NFAT (fator nuclear de células T ativadas), que por sua
vez ativa inumeros genes necessarios para ativagao do linfocito e sua produgéo de
citocinas (CLIPSTONE; CRABTREE, 1992).

Devido a caracteristica da droga e considerando que as principais
células efetivas de defesa contra P. brasiliensis sao os linfécitos T de padrédo Th1
(CALICH et al., 1998; CANO et al., 1998), este trabalho também verificou o efeito da
CsA sobre os parametros da resposta imune celular especifica ao fungo. De acordo
com os dados da literatura, foi observada diminuicao significativa da resposta imune
celular especifica a antigenos do P. brasiliensis, mensurada pelo ensaio de

linfoproliferagéo; além de inibir a resposta inflamataéria in vivo, evidenciada pelo teste
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de DTH. Essa inibicao da resposta imune celular especifica é devido a acdo da CsA
sobre a inibicdo da ativacdo das células T quando encontram o antigeno
(CLIPSTONE; CRABTREE, 1992). As citocinas analisadas também foram
significativamente inibidas pela CsA, devido ao seu mecanismo de agao ja descrito,
que bloqueia a atividade da calcineurina, inibindo entdo a transcricdo dos genes da
IL-2, IL-4, IFN-y e TNF-a e consequentemente a secregdo das referidas citocinas
(CLIPSTONE; CRABTREE, 1992; BAKSH; BURAKOFF, 2000). Os niveis de IL-10
permaneceram inalterados e tal resultado pode ser explicado pele fato de a CsA nao
possuir efeito sobre linfocitos supressores, que sao descritos como uma fonte
importante dessa citocina.

De acordo com as alteragdes nas citocinas, a analise histopatolégica
demonstrou diferenca significativa no niumero de granuloma entre camundongos
infectados que receberam ou ndo a CsA. Enquanto os animais infectados
apresentavam uma intensa resposta granulomatosa, com a formag¢ao de granulomas
gigantes contendo inumeras leveduras em seu interior, 0s animais que receberam
CsA nao apresentavam qualquer indicio de resposta inflamatéria sobre as poucas
leveduras encontradas nos interior dos tecidos.

A formacao de granuloma é considerada uma resposta protetora na
PCM (ROMANI, 1997; BURGUER et al., 1996; CANO et al., 1995), mas mesmo na
auséncia de granuloma e de imunossupressao celular especifica , portanto favoravel
ao fungo, a agdo da CsA induz menor severidade da doenga. Isto possivelmente se
deve a uma melhor agdo da CsA sobre o fungo P. brasiliensis que a resposta imune
especifica durante o periodo investigado.

Estudos demonstram que inibidores farmacoldgicos da calcineurina,
como a CsA, possuem efeitos significantes sobre a morfologia, crescimento e
sobrevivéncia de fungos patogénicos sob condi¢des estressantes ou ndo (ODOM et
al.,, 1997, HIGH, 1994; BELL et al., 1999; STEINBACH et al., 2004; STEINBACH et
al., 2007b, STIE; FOX, 2008), bem como a calcineurina tem se mostrado importante
na resposta ao estresse, diferenciacao, proliferacdo em altas temperaturas, controle
da homeostase do calcio e em resposta a mudangas ambientais em muitos fungos
patogénicos, incluindo o P. brasiliensis (CAMPOS et al., 2008).

A resposta imune humoral ndo é considerada protetora na PCM

(BIAGIONI et al., 1984), todavia os niveis dos anticorpos 1gG1 e 1gG2a refletem a
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ativagdo de uma resposta Th2 ou Th1 respectivamente. A subclasse IgG1 é
responsiva a producado de IL-4, sendo associada a um perfil Th2, ja a IgG2a,
responsiva ao INF-y reflete um padrao Th1(FINKELMAN et al., 1990; CALICH et al.,
1998; CANO et al., 1995; KASHINO et al., 2000). Nossos resultados mostram uma
reducao dos niveis de IgG1 e IgG2a anti-gp43, bem como os niveis de IgG total nos
animais infectados e tratados com CsA. A redugéo de IgG1 foi mais significativa do
que a de IgG2a, concordando com os dados do perfil de citocinas presentes no soro
desses animais, onde os resultados mostram que o tratamento com a CsA reduz
mais drasticamente os niveis de IL-4 do que de INF-y. A capacidade da CsA em
inibir a imunidade humoral devido principalmente ao bloqueio das citocinas chave na
imunoregulacédo tem sido demonstrada por Zimecki e Wieczorek (2001) em
camundongos desafiados com eritrocitos de carneiro.

Embora os mecanismos de agao da calcineurina devam ser mais
investigados, nossos resultados sugerem que essa via seja importante para a
sobrevivéncia e viruléncia de P. brasiliensis em modelo de PCM murina, uma vez
que sua inibicdo pela CsA causa protecdo nos animais, mesmo com o efeito
imunossupressor da droga.

Assim, como ja considerado por Steinbach et al., (2007a) que o
papel da calcineurina em fungdes essenciais para o sucesso da infeccdo no
ambiente do hospedeiro faz dela um potencial alvo terapéutico para o tratamento de
varias micoses, o resultado do presente trabalho sugere um potencial terapéutico
para os “inibidores da calcineurina” na PCM, principalmente em uma abordagem
combinatéria com drogas antifungicas convencionais. Todavia, considerando o seu
efeito imunossupressor, seria importante novos estudos no sentido de buscar ou
estudar o efeito de analogos da CsA com diferengcas estruturais para que
mantenham a inibicdo do crescimento fungico sem afetar o sistema imunoldgico do
hospedeiro.

Concluimos pelo trabalho que embora a CsA induza depressao da
resposta imune especifica do hospedeiro, a mesma induz protecdo na PCM

experimental em camundongos.
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