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CHIYODA RODINI, Franciele Ayumi Seméncio. Antigenduria, niveis de anticorpos
especificos e analise histopatoldgica de pulmdes em ratos experimentalmente
infectados com Paracoccidioides lutzii e Paracoccidioides brasiliensis. 2020. 68
f. Tese (Doutorado em Patologia Experimental) - Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2020.

RESUMO

Paracoccidioides brasiliensis e a nova espécie Paracoccidioides lutzii sdo os agentes
causadores da paracoccidioidomicose (PCM), importante micose sistémica
amplamente distribuida na América Latina. A glicoproteina Gp43, é o principal fator
de viruléncia e € considerada padrédo ouro no diagndstico de P. brasiliensis. Porém tal
glicoproteina € expressa em niveis ndo detectaveis em isolados de P. lutzii, além
disso, os dados relativos ao desenvolvimento da doenca por PCM devido a esses
fungos séo escassos. No presente estudo, comparou-se o efeito da infec¢cdo em ratos
pelo fungo P. lutzii (LDR2), ndo produtor de gp43 e por P. brasiliensis (Pb18). Grupos
de 5 ratos Wistar infectados (3x106 leveduras, i.v.) e grupo controle inoculado com
PBS, foram eutanasiados 14, 28 e 56 dias apés a infec¢do. As amostras de urina
foram analisadas por eletroforese, imunotransferéncia (IB) e a concentracdo de
antigenos urinarios totais e de gp70 determinados por ensaio imunoenzimatico
competitivo indireto (icELISA), utilizando anticorpos policlonais anti-CFA de P. lutzii e
anti-CFA de P. brasiliensis e anticorpo monoclonal anti-gp70, respectivamente. Os
niveis séricos de anticorpos IgG foram avaliados por ELISA e analise histologica de
pulm&o por coloracdo com Grocott. Por eletroforese e 1B, observou-se perfil distinto
de bandas de antigenos entre as infec¢des por P. lutzii e P. brasiliensis. Por icELISA,
0s niveis urinarios de antigenos totais (CFA) foram significativamente maiores em
ratos infectados por P. brasiliensis em relacdo ao P. lutzii, em todos os periodos
analisados (P<0.05). Houve aumento em niveis de gp70 em todos os periodos
analisados para ambos os grupos infetados, em relagdo ao grupo controle (p<0.05),
porém em 28 dias de infeccdo o nivel foi maior em infectado por P. lutzii (p<0.05).
Niveis séricos elevados de anticorpos IgG foram detectados em ambos, porém
significativamente mais elevado em infectados por P. brasiliensis (p<0.05). Pela
analise histoldgica foi observada a presenca de fungos em todos os 8 periodos em
ambos 0s grupos, todavia em maior quantidade em animais infectados por P.
brasiliensis Pb18. Em concluséo, P. lutzii (LDR2) possivelmente induz a PCM doenga
controlada, menos grave que a induzida por P. brasiliensis em ratos, 0 que requer
mais estudos. Este estudo evidenciou pela primeira vez os principais antigenos P.
lutzii presentes em urinas de ratos infectados com P. lutzii (LDR2).

Palavras chave: Antigenos. gp70. Parcoccidioidomicose. Fator de viruléncia.



CHIYODA-RODINI, Franciele Ayumi Semencio. Antigenuria, specific antibody
levels and lungs histopathological analysis in rats experimentally infected with
Paracoccidioides lutzii and Paracoccidioides brasiliensis. 2020. 68 p. Tese
(Doutorado em Patologia Experimental) - Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2020.

ABSTRACT

Paracoccidioides brasiliensis and new specie Paracoccidioides lutzii are the causative
agent of paracoccidioidomycosis (PCM), an important widespread systemic mycoses
in Latin America. Gp43, the main diagnostic/virulence factor of P. brasiliensis, is often
absent in P. lutzii isolates and the data concerning the development of PCM disease
due to this fungi are scarce. In the present study it was compared the effect of infection
of rats with a non-gp43 producer P. lutzii (LDR2) and P. brasiliensis (Pb18). Groups of
5 Wistar rats were infected or inoculated with PBS (control), and euthanized 14, 28
and 56 days post infection. Urine samples were analyzed by electrophoresis,
immunoblotting (IB) and the concentration of total urinary antigens and gp70
determined by indirect competitive enzyme immunoassay (icELISA), using polyclonal
antibodies to CFAs from P. brasiliensis and from P. lutzii and monoclonal antibody anti-
gp70, respectively. Serum IgG antibodies were assessed by ELISA and histological
lung analysis by Grocott staining. It was detected distinct urine antigens profile
between rats infected by P. lutzii and P. brasiliensis by electrophoresis and
immunoblotting. By icELISA, higher urinary levels of total antigens (CFA) in rats
infected with P. brasiliensis in relation to P. lutzii, were 9 observed in all analyzed
periods (P <0.05). There was an increase in gp70 levels in all periods analyzed for
both infected groups, in relation to the control group (p <0.05), however at 28 days
higher level was detected in infected with P. lutzii (p <0.05). Higher serum IgG antibody
levels were detected in both, but higher in those infected with P. brasiliensis (p <0.05).
By lung histological analysis it was detected fungi in both groups, in all periods, but in
greater quantities, in animals infected with P. brasiliensis. In conclusion, P. lutzii
(LDR2) possibly induces controlled PCM disease, less severe than induced by P.
brasiliensis Pb18 in rats, which requires further studies. This study evidenced by first
time the urinary P. lutzii (LDR2) antigens in experimental PCM.

Keywords: Antigens. gp70. Mycoses. Paracoccidioidomycosis. Virulence factor.
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INTRODUCAO

Paracoccidioidomicose (PCM) € uma micose sistémica granulomatosa,
provocada por fungos termodimorficos, do género Paracoccidioides sp.
Atualmente destacam-se as espécies P. brasiliensis (BRUMMER et al., 1993) e
P. lutzii (THEODORO et al., 2012; TEIXEIRA et al., 2013).

Trata-se de uma doenca restrita as regides subtropicais e subtropicais
da América Latina, sendo endémica no Brasil, Colémbia, Venezuela e
Argentina (SAN-BLAS; NINO- VEGA, ITURRIAGA, 2002). A literatura relata
80% dos casos de PCM no territério brasileiro, tornando o Pais o maior centro
endémico da doenca, distribuidos nas regides Sul, Sudeste e Centro Oeste
(CARRERO et al., 2008), e concentrados nos estados do Parana, Sao Paulo,
Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro, Minas Gerais (COUTINHO et al., 2002),
Mato Grosso do Sul, Mato Grosso e Goias (PANIAGO et al., 2003). Também
ha relato de ocorréncia de casos em éareas de colonizacdo mais recente,
submetidas ao desmatamento, como na regido da Amazénia (VIEIRA et al.,
2014), atingindo os Estados do Maranhdo, Tocantins, Par4, Rondbnia, Acre e
Amazonas, onde a PCM pode ser considerada uma micose sistémica
emergente (BRASIL, 2019). No Parand, sao registrados os maiores indices de
mortalidade do Sul do Brasil (BITTENCOURT et al., 2005). No Brasil a taxa de
mortalidade foi de 1,45 casos por milhdo de habitantes entre 1980 e 1995
(COUTINHO et al., 2002).

Em 2005, houve implantacédo da vigilancia epidemiolégica das micoses
sistémicas endémicas no pais, pela Secretaria de Vigilancia em Saude do
Ministério da Saude. A PCM constitui a micose endémica mais importante do
pais, por isso foram definidas as estratégias como o desenvolvimento de um
sistema de vigilancia sentinela, manejo clinico, estruturacdo da rede de
diagnostico, organizacdo da rede de assisténcia e capacitacdo de recursos
humanos. A vigilancia epidemioldgica destaca as seguintes recomendacdes:
instituir a notificacdo compulséria dos casos (provaveis e elucidados
laboratorialmente); criar um sistema de informacdes; disponibilizar acesso
universal ao itraconazol e ao cotrimoxazol; estruturar a rede de cuidados

basicos, pautados nos aspectos clinico-epidemioldgicos e laboratoriais (cultura
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e sorologia); aprimorar e ampliar a pesquisa de antigenos na rede publica de
saude; padronizar a técnica de sorologia para diagnéstico e seguimento em
nivel nacional; bem como criar um banco de dados de distribuicédo de diferentes
espécies Paracoccidioides (MILLINGTON et al., 2018).

Paracoccidioides sp. sdo fungos patogénicos termodimérficos que
exibem dois morfotipos: hifa e levedura. Apresenta-se na forma micelial ou
filamentosa, com crescimento lento, apos 20 a 30 dias de incubacéo entre 20 a
26°C, produzindo colbnias brancas, pequenas e irregulares, cobertas por um
curto micélio aéreo, composta por hifas finas e septadas, sendo esta, a
provavel forma encontrada no ambiente (BRUMMER; CASTANEDA;
RESTREPO, 1993). Entre 35 a 37 °C o fungo apresenta-se na forma de
levedura (LACAZ et al., 2002). Macroscopicamente, as colbnias apresentam
aspecto rugoso e cerebriforme, visiveis a partir de 10 a 15 dias de cultivo.
Microscopicamente, os blastoconidios sao caracterizados por células globosas
de tamanho variavel, apresenta parede celular dupla e refringente, multiplos
brotamentos-exoesporulacdes, cercadas por células filhas, assemelhando-se a
uma roda de leme. A temperatura € um fator importante no dimorfismo do
Paracoccidioides, quando a proporgcado de a-1,3-glucana é maior do que a B-
glucana encontra-se na forma de levedura (SAN-BLAS; NINO- VEGA,
ITURRIAGA, 2002). Assim, a a-1,3-glucana, presente na célula da levedura
pode atuar como uma protecdo contra mecanismos de defesa do hospedeiro
(SAN-BLAS; SAN-BLAS; SERRANO 1977). A PCM é mais frequente em
homens do que em mulheres (proporcdo homem/mulher: 22:1), constatacao
que pode ser atribuida a protecdo conferida pelo horménio feminino 17-p-
estradiol. No curso da infeccdo em camundongos machos e fémeas, apos
infecc@o por conidios de P. brasiliensis, os machos apresentaram infeccéo de
forma progressiva, enquanto as fémeas controlaram a infeccdo. Esses
resultados confirmaram que 17-B-estradiol confere protecdo durante a primeira
infeccdo em mulheres (ARISTIZABAL et al., 2002).

O género Paracoccidioides pertence ao Filo Ascomycota, Classe
Euromycetes, Ordem Onygenales e Familia Ajellomycetaceae (Onygenaceae)
(BAGAGLI et al., 2008). Compreendido por duas espécies: P. brasiliensis,
considerado um complexo de quatro linhagens filogenéticas distintas (S1, PS2,
PS3 e PS4), e P. lutzii, denominado anteriormente como 'Pb01-like’ (MATUTE
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et al., 2006; TEIXEIRA et al., 2009; SALGADO-SALAZAR et al.,, 2010;
THEODORO et al., 2012; TEIXEIRA et al., 2013). Recentemente, Turissini et
al. (2017) propuseram uma nova ordem taxonbmica para o0 complexo
Paracoccidoides: P. americana para PS2, P. restrepiensis para PS3 e P.
venezuelensis para PS4. A espécie criptica S1 (Pb18 e B339), encontrada no
Brasil, Paraguai, Argentina, Venezuela e Peru, foi isolada de tatus (Dasypus
novemcinctus), pinguins e no solo das regides endémicas. O fungo também foi
isolado de tatus da espécie Cabassous centralis, a partir de identificacdo
molecular de um isolado (CORREDOR et al., 2005). A espécie PS2 apresenta
menor viruléncia, porém, capaz de provocar a PCM em humanos e em
modelos animais, distribuidas no Brasil e Venezuela. A espécie PS3 foi isolada
de humanos e em tatus, encontrados na Colémbia (MATUTE et al., 2006). A
espécie PS4 foi recentemente identificada em isolados clinicos na Venezuela
(SALGADO-SALAZAR et al., 2010).

A espécie P. lutzii € encontrada com maior frequéncia nas regifes
centro-oeste, sudeste e norte do Brasil e no Equador (CARRERO et al., 2008;
THEODORO et al., 2012; TEIXEIRA et al., 2013). P. brasiliensis e P. lutzii
foram detectados molecularmente em amostras de solo de tocas e nos
ambientes habitados por tatus (ARANTES et al., 2016). Estudos filogenéticos
sugerem que P. brasiliensis, P. lutzii e outros organismos dimaorficos
Ascomycota, como Blastomyces dermatitidis, Histoplasma capsulatum,
Coccidioides immitis e C. posadasii, evoluiram, adaptando-se a dois nichos
ecolégicos distintos: o primeiro representado por condi¢cdes saprofiticas
naturais no solo, e a segunda representada pelos tecidos vivos dos
hospedeiros animais (TEIXEIRA et al., 2014). Essa evolugao pode ter induzido
alteracdes genéticas irreversiveis nesses patogenos, resultando em duas
diferentes espécies. No ambiente, P. brasiliensis e P. lutzii produzem
propagulos infecciosos e é certo que essa fase saprofitica é transitoria,
ocorrendo somente em condigbes ambientais especificas, como abaixo da
superficie do solo, em tocas e habitats protegidos (BAGAGLI et al., 2008).

Nao existe transmissdo inter-humana do fungo Paracoccidioides sp.,
nem de animais ao homem (SHIKANAI-YASUDA et al., 2017). No entanto, 0s
individuos estdo expostos ao risco por inalacdo de propagulos infectantes,

dispersos no solo. Existem evidéncias indiretas de que P. brasiliensis cresce
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preferencialmente entre 2-20 cm abaixo da superficie do solo, e apds longos
periodos de precipitagdo e aumento da umidade, ocorre maior liberacdo de
esporos (BARROZO et al., 2010). Estudos experimentais sugeriram que a
capacidade de produzir conidios infecciosos difere entre grupos genéticos de
Paracoccidioides, que, por sua vez, podem determinar a incidéncia de infeccao.
Por exemplo, os gendtipos S1 e PS2 ocorrem no sudeste do Brasil a uma taxa
de 9: 1 (S1: PS2) e a producéo de conidios foi identificada como sendo mais
alta em isolados S1 do que PS2 em cultura. (THEODORO et al., 2012).

As avaliacGes de infeccdo fungica em animais por P. brasiliensis
foram realizadas principalmente utilizando testes sorolégicos, a maioria
desses estudos foi realizada no Sul e Sudeste do Brasil, as taxas de
positividade observadas foram de 78% em caes de Botucatu (S&do Paulo,
Brasil); 74% em cées de Sdo Paulo (Estado de S&o Paulo, Brasil) (MOS et
a., 1974); e 90%, em caes de areas rurais de Londrina (Parana, Brasil)
(ONO et al., 2001).

A infeccdo de animais por P. lutzii foi observada no Estado do Rio
Grande do Sul, amostras de soro dos animais foram testadas por ELISA para
detectar anticorpos anti-P. lutzii. Dos mais de 400 animais testados, 21,8%
eram soropositivos para I1gG anti - P. lutzii. Destes, 54 também foram positivos
para P. brasiliensis. Um total de 10,5% dos cavalos, 28,8% dos caes e 9,5%
dos mamiferos selvagens foi positivo apenas para P. lutzii. A deteccdo de
anticorpos anti - P. lutzii em animais do Estado de Rio Grande do Sul sugere
que o fungo pode ser encontrado no sul do Brasil, apesar de ser descrito
principalmente no centro-oeste e sudeste do pais (MENDES et al., 2017).

Inquéritos epidemiolégicos indicam que 70% dos moradores das areas
endémicas ja foram expostos ao agente etiolégico dessa micose, todavia
apenas uma pequena por¢do desse numero apresente alguma manifestacédo
clinica (RESTREPO, 1985; MARQUES et al., 2007). A infecgdo possivelmente
ocorre pela inalacdo de propagulos fungicos aéreos que passa por conversao
para fase leveduriforme nos pulmdes e linfonodos, induzindo uma resposta no
hospedeiro caracterizada pela formagcdo de granulomas, que podem
permanecer dormentes ou progredir para a doenca, disseminando para baco,
figado, pele e mucosas (VALLE et al., 1995; TOBON et al., 2003). A inflamac&o

granulomatosa € caracterizada pela presenca de células gigantes
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multinucleadas (MGC) e células epiteliédes, pode ser classificado como
granuloma solto ou denso, incluindo corpo estranho e células gigantes de
Langhans. Os fungos podem se reproduzir em macrofagos e células epiteliais,
estimulando a resposta imune mediada por células (BORGES-WALMSLEY et
al., 2002). Ocorre a liberacao de citocinas pro e anti-inflamatorias interleucina-1
beta (IL-1b), interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), fator
transformador de crescimento beta (TGF-b) e interleucina-10 (IL-10)
(KUROKAWA et al., 2007).

Como observado em outras doencas causadas por patdégenos
intracelulares, o controle da PCM depende da eficiéncia da resposta imune
celular (BENARD 2008). A internalizagdo de muitos microrganismos
patogénicos por células epiteliais pode estar associada a capacidade induzir o
processo de fagocitose ineficiente, facilitando a disseminacdo do patégeno
(FILLER AND SHEPPARD, 2006; MENDES-GIANINI et al., 2008).

Algumas proteinas de Paracoccidioides spp., conhecidas como
adesinas, podem estar mediando o processo de invasdo celular. A
glicoproteina de 43 kDa (gp43) também pode participar da degradacdo da
citoqueratina, levando a perda das caracteristicas filamentosas e facilitando a
invasdo do hospedeiro (DE OLIVEIRA et al., 2015). Paracoccidioides spp.
induzem apoptose quando invadem células epiteliais ou fagocitos, favorecendo
a sobrevivéncia intracelular desta espécie fungica (MENDES-GIANINI et al.,
2006; SOUTO et al., 2003; KETELUT-CARNEIRO et al., 2015).

A PCM na forma aguda ou subaguda afeta predominantemente
criancas, adolescentes e adultos jovens. A incidéncia tende a ser distribuida
igualmente entre 0s sexos, principalmente entre a populacdo infantil
(BELLISSIMO-RODRIGUES et al., 2013). Esta forma clinica evolui
rapidamente e se difunde para multiplos 6rgéaos e sistemas, envolve o sistema
fagocitico-mononuclear, com presenca de linfadenomegalia e
hepatoesplenomegalia. Os sintomas também podem incluir manifestacdes
digestivas, lesfes cutaneas (ou mucosas), envolvimento osteoarticulares.
Febre, perda de peso e anorexia frequentemente acompanham a apresentacao
clinica. Raramente apresenta manifestacbes pulmonares. Em geral, os
pacientes sdo diagnosticados algumas semanas apds o inicio dos sintomas
(FABRIS et al., 2014).
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Os pacientes com a forma crbénica exibem um perfil Th1/Thl7 (DE
CASTRO et al., 2013), os linfécitos Thl efetores séo recrutados para o local da
infec¢do, produzem o IFN-y, o que melhora a ativagdo dos macrofagos. Este
mecanismo pode levar a progressdo da doenca de forma menos grave que a
forma aguda. Na resposta Thl em infcgbes por Paracoccidioides spp., a morte
celular pode ser induzida por peréxido de hidrogénio (H,O,) produzido por
macréfagos (CALVI et al.,, 2003; CARMO et al.,, 2006). Os pacientes que
apresentam a forma crénica da PCM podem apresentar sequelas, incluindo
fibrose pulmonar, enfisema, disfonia e sindrome de Addison (WEBER et al.,
2006, COSTA et al., 2013).

Nos pacientes com FC da doenca, a reativacdo de focos latentes
(reinffeccdo  enddgena) pode levar a progressdo da doenca.
Independentemente disso, a resposta Thl é mais preservada, pois a maioria
deles possui testes cutaneos reativos a paracoccidioidina. Além disso, esses
pacientes exibem aumento da producao de citocinas pré-inflamatérias como
TNF-a, IL-18 e IL-17 e perdéxido de hidrogénio. Embora esses mediadores
sejam importantes para a eliminacdo do fungo, sua producédo reflete a
incapacidade do hospedeiro de limitar a infeccdo por Paracoccidioides. Os
niveis de anticorpos também podem ser altos; no entanto, essa resposta &
caracterizada por anticorpos isotipicos IgG1 e 1gG2 (JUVENALE et al., 2001),
gue mostram alta capacidade de fixacdo de complemento e alta afinidade para
os receptores FcR (1gG1> IgG2> 1gG4).

A doenca é usualmente diagnosticada por exames radiograficos para a
deteccdo de lesdes pulmonares. O diagnéstico clinico é realizado por analise
de amostras biolégicas como escarros, a partir da observacdo do material
clinico clarificado com KOH 20%. Outros exames clinicos como analise
micoldgica e histopatologica, coloracdo da prata (Gomori-Grocott) ou PAS -
acido periédico de Shiff. (BETHLEM et al., 1999; SHIKANAI-YASUDA et al.,
2017).

Para o isolamento de P. brasiliensis séo utilizados o agar Sabouraud e
BHI (FISHER; COOK, 2001; LACAZ et al., 2002). As desvantagens Sao 0 risco
de contaminacgéo e o tempo de incubacado prolongado, podendo variar de uma
a trés semanas (SANO et al., 2001). O exame direto também apresenta baixa
sensibilidade na visualizagdo do fungo (SALINA et al, 1998). Exames
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histopatolégicos com o emprego da coloracdo de hematoxilina-eosina (H&E) e
impregnacao pela prata também s&o utilizados no diagnéstico da PCM, no qual
€ possivel visualizar a célula mae, circundada por inimeras células filhas,
caracteristica das multiplas exoesporulacdes do P. brasiliensis (LACAZ et al.,
2002).

Para complementar o diagnostico direto, é utilizado o diagnostico
indireto, utilizando métodos imunoldgicos de deteccdo de anticorpos para a
confirmacdo da doenca. Os métodos de imunodifusdo dupla (ID),
contraimunoeletroforese (CIE), imunofluorescéncia indireta (IFl), ensaio
imunoenziméatico (ELISA) e imunoblot (IB) (SHIKANAI-YASUDA et al., 2017),
sdo disponiveis em diferentes servicos de referéncia e o titulo de anticorpos
especificos anti-P. brasiliensis tem correlacdo com a gravidade das formas
clinicas, sendo mais elevados na forma aguda-subaguda da doenca.

O principal antigeno de diagndéstico € a glicoproteina de 43.000-Da
(gp43), uma das principais moléculas antigénicas liberadas na infeccdo
causada pelo fungo da espécie P. brasiliensis; soro de mais de 90% de
pacientes com PCM reagem com a gp43 em ensaios de imunodifusédo (ID), e
100% dos soros foram positivos em ensaios de immunobloting (BLOTTA;
CAMARGO, 1993; SOMENSI et al., 1997). Do Valle et al. (2001), estudando
245 pacientes ndo tratados, obtiveram 90,2% de sensibilidade no teste de ID
empregando exoantigenos na fase leveduriforme, concentrada de pool de
cepas de P. brasiliensis.

O diagnéstico por ELISA apresenta sensibilidade de até 100%, porém
apresenta especificidade menor que a ID, o que exige uma criteriosa
padronizacao e interpretacao de resultados positivos (DEL NEGRO et al., 2000;
SHIKANAI-YASUDA et al., 2017), visto que ensaios sorologicos pouco
especificos podem apresentar reacdo cruzada com epitopos de outros
microorganismos, como do H. capsulatum. Além disso, o diagnostico por ELISA
pode apresentar falso negativo para pacientes imunocomprometidos (PUCCIA,;
TRAVASSOS, 1991). Pacientes imunossuprimidos com PCM podem ter uma
resposta humoral reduzida. Uma proporcéo significativa de resultados falsos
negativos em testes sorolégicos para a deteccdo de anticorpos contra P.
brasiliensis foram observados em pacientes com PCM associada a AIDS

(MARQUES et al. 2010).Poucos casos dessa co-infeccao foram relatados,
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provavelmente devido a imunosupressao da resposta humoral causada pela
infecgdo pelo HIV. Na sorologia por ELISA, os pacientes com a associagéo
PCM/HIV apresentaram menores titulos de anticorpos anti-P. brasiliensis, em
relacdo aos pacientes ndo infectados pelo HIV (BELLISSIMO-RODRIGUES,
VITALI, MARTINEZ, 2010).

Anticorpos séricos contra antigenos de P. brasiliensis tém sido um dos
principais marcadores de diagnéstico de PCM. As preparacdes de antigeno
livres (ExoAg) obtidas de isolados de P. brasiliensis podem ser reconhecidas
pelos soros (IgG) dos pacientes. Independentemente das formas clinicas, os
soros reconhecem os antigenos 43-kDa (97% dos soros testados), 160-kDa
(78% dos soros testados) e 70-kDa (60% dos soros testados) com mais
frequéncia. Os soros de pacientes com formas graves de PCM aguda ou
cronica reconheceram maior nimero de antigenos, com maior frequéncia, do
gue aqueles de formas moderadas. A reducdo mais acentuada da reatividade
foi proporcionada por soros de pacientes que se tornaram assintométicos no
inicio do tratamento. (PANUNTO-CASTELO et al., 2003).

A quantificacdo da glicoproteina de 43-kDa de P. brasiliensis no soro
por ELISA competitivo indireto € um método sensivel e pode ser utilizado no
monitoramento de pacientes com PCM em tratamento (MARQUES DA SILVA
et al.,, 2004). A metodologia icELISA para deteccdo de gp43 em amostras de
fluido de lavado bronco alveolar (BAL) mostrou a alta sensibilidade e
especificidade (100%) do ensaio, uma vez que o fluido BAL é extremamente
diluido (MARQUES DA SILVA et al.,, 2003). Recursos e técnicas adicionais
para o diagnéstico da PCM foram desenvolvidos, incluindo a técnica de
imunotransferéncia, teste ELISA de triagem, deteccdo de antigenos especificos
e PCR, porém né&o estdo disponiveis para avaliacdo de rotina (GAVIRIA et al.,
2015).

Em suma, a sorologia € amplamente utilizada para o monitoramento do
paciente em tratamento, todavia ocorrem resultados falsos-negativos, por
baixos niveis de anticorpos ou pelos altos niveis de anticorpos que
permanecem mesmo apoés um periodo longo de tratamento (MARQUES DA
SILVA et al., 2004; SHIKANAI-YASUDA et al., 2017). Diante disso, métodos de
deteccdo de antigenos utilizando diferentes amostras biologicas estdo sendo
introduzidos. A antigendria proporciona beneficios quanto a antigenemia, pois o



24

material clinico pode ser coletado de forma simples, ndo invasiva e em
abundante volume amostral. A coleta da urina € menos invasiva em relacao as
técnicas tradicionais como a puncgao venosa.

Todavia existem poucos trabalhos de pesquisa de antigenos na urina.
A deteccdo de antigenos do fungo na urina contribuiria com a rapidez no
diagnéstico da PCM de forma nédo invasiva. Como a PCM é altamente
incapacitante e apresenta diversas comorbidades, o diagndstico precoce e o
tratamento adequado, evitaria a progressdo da doenca. Além disso,
considerando a variabilidade genética dos agentes etioldgicos da PCM, um
estudo envolvendo deteccdo de anticorpos e uma avaliacdo da resposta
imunoldgica a estes diversos agentes poderia contribuir com uma melhor

compreensao da patogénese da PCM.
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OBJETIVOS

1 OBJETIVO GERAL

Identificar antigenos presentes em urinas, determinar antigenenuria, avaliar
resposta imunoldgica e lesdo pulmonar em ratos infectados experimentalmente

com P. lutzii e com P. brasiliensis.

2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.1 Obter antigenos de P. lutzii, P. brasiliensis e P. restrepiensis;

2.2 Detectar antigenos presentes nas urinas no decorrer de infeccdo de ratos
com P. lutzii e P. brasiliensis por eletroforese em gel de poliacrilamida;

2.3 Identificar antigenos presentes nas urinas no decorrer de infec¢éo de ratos
com P. lutzii e P. brasiliensis por immunoblotting;

2.4 Determinar niveis de antigenos sollveis e de gp70 em amostras de urinas
no decorrer de infecgéo de ratos com P. lutzii e P. brasiliensis;

2.5 Determinar niveis séricos de IgG a antigenos autélogos no decorrer de
infeccdo de ratos com P. lutzii e P. brasiliensis;

2.6. Avaliar se ocorre reconhecimento de antigenos heterélogos utilizando
antigenos de fungo P. restrepiensis;

2.8. Realizar analise histopatolégica de pulmdes de ratos infectados com P.

lutzii e com P. brasiliensis.
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brasiliensis in rats: urinary antigens, specific antibody levels and lung

histopathology
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Abstract

Paracoccidioides species complex and new specie Paracoccidioides
lutzii are the causative agent of paracoccidioidomycosis (PCM), an important
widespread systemic mycoses in Latin America. Gp43, the main virulence factor
of P. brasiliensis, is absent in P. lutzii isolates and the data concerning the
development of PCM disease due to this species are scarce. In the present
study it was compared the effect of infection between P. brasiliensis and the
non-producer of gp43, P. lutzii strain LDR2. Groups of 5 Wistar rats infected
with P. lutzii (LDR2) or P. brasiliensis Pb18 (3x10° yeast, i.v.) and control
inoculated with PBS, were euthanized 14, 28 and 56 days post infection. Urine
samples were analyzed by electrophoresis, immunoblotting (IB) and the
concentration of total urinary antigens and gp70 determined by indirect
competitive enzyme immunoassay (icCELISA). Serum IgG antibodies were
assessed by ELISA and histological lung analysis by Grocott staining. It was
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detected distinct urine antigens profile between rats infected by P. lutzii and P.
brasiliensis by electrophoresis and immunoblotting. By icELISA, higher urinary
levels of total antigens (CFA) in rats infected with P. brasiliensis in relation to P.
lutzii, were observed in all analyzed periods (P <0.05). There was an increase
in gp70 levels in all periods analyzed for both infected groups, in relation to the
control group (p <0.05), however at 28 days higher level was detected in
infected with P. lutzii (p <0.05). Higher serum IgG antibody levels were detected
in both, but higher in those infected with P. brasiliensis (p <0.05). By lung
histological analysis it was detected fungi in both groups, in all periods, but in
greater quantities, in animals infected with P. brasiliensis. In conclusion, P. lutzii
(LDR2) possibly induces controlled PCM disease, less severe than induced by
P. brasiliensis Pb18 in rats, which requires further studies. This study evidenced
by first time the urinary P. lutzii (LDR2) antigens in experimental PCM.

Keywords: antigens, ELISA, gp70, mycoses, virulence factor.

1 Introduction

Paracoccidioidomycosis (PCM), the most important systemic mycoses of
Latin America, with high incidence in Brazil, is caused by Paracoccidioides
brasiliensis and by new species Paracoccidioides lutzii [3,15]. Annual incidence
estimates in Brazil range from 0.71 to 3.7 cases per 100,000 inhabitants but, a
much higher index has been reported in two municipalities in the northeast of
Brazil, reaching close to 40 PCM cases per 100,000 inhabitants [14].

PCM is classified as PCM infection, a condition with no clinical
symptoms, and PCM disease. The disease can be divided into the acute form,
more severe (5-25%) with higher death rates, and the more frequent chronic
form (74% to 96%) that affects mainly lung with development of granuloma [26].
Chronic PCM, can present disseminated disease, similar to acute form. Also,
besides the host immune response, the severity of the disease depends on the
infectious agent [28]. By murine experimental model of P. brasiliensis infection,
it was observed dissemination of the fungus associated with high levels of
specific antibodies in susceptible mice with virulent P. brasiliensis Pbl8

compared to other isolates [36] Although investigations regarding new agent, P.
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lutzii, have been intensified, still available data are scarce. Marques-da-Silva et
al [13], reported two cases of PCM due to P. lutzii, in the Amazon Region (north
of Brazil), with clinical manifestations similar to those caused by P. brasiliensis.
Also Hahn et al [9] compared the clinical-epidemiological profile of 34 patients
suffering from PCM caused by P. lutzii in Mato Grosso (central-west of Brazil)
and did not show significant clinical or epidemiological differences that could be
attributed to the new species, although they reported a fatal case of fungemia
due to P. lutzii.

In P. brasiliensis infected mice, a large number of yeast cells with
granulomas in the lung parenchyma and associated to the differential
expression of mMIRNAs related to the inflammatory response has been
evidenced by Marioto et al.[12]. A longer survivals period of mice (C57BL/6) or
Galleria mellonella infected by P. lutzii (Pb01) than by P. brasiliensis (Pb18) has
been demonstrated by Oliveira, et al [20]. The same authors also highlighted
the importance of adhesins in virulence of Paracoccidioides spp. Siqueira et al
[30] also observed milder disease, with fungal growth sustained, in BALBc mice
infected by P. lutzii (Pb0O1) while animals infected with P. brasiliensis (Pb18)
induced multiple granuloma formation with different sizes and higher fungal
colony forming units.

The absence of gp43 expression, the main diagnostic antigen and
virulence factor from P. brasiliensis, is absent in P. lutzii isolates [31], but
whether P. lutzii (Pb0O1) in previous animals models expresses gp43 or not is
not informed [9; 20]. Although there are several other virulence factors [19], the
absence of gp43 could induce less severe disease than that induced by P.
brasiliensis. The importance of gp43 has been demonstrated experimentally in
mice with gp43 inhibited P. brasiliensis, that develop less severe infection [33].
The present study compared the effect of P. lutzii (LDR2), non-producer of gp43
[11] and P. brasiliensis Pb18 infection in rats. Although there is evidence that
the analysis of antigens in the urine of patients with PCM may be important in
monitoring PCM treatment [25], there is no data regarding urinary antigens from
P. lutzii. Here it was investigated P. lutzii (LDR2) urinary antigens in
experimental PCM in rats. As the 70kDa component was detected in urine from
both fungi infection by immunoblotting, the gp70 was also measured by
iICELISA.
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2 Materials and methods

2.1 Fungal isolates

P. lutzii strain LDR2 (PbO01-like; IFM 54648) [9], P. brasiliensis strain Pb18 (S1;
IFM 41621) and P. restrepiensis strain B339 (classified as P. brasiliensis PS3
by Mufioz et al. [18] and currently as P. restrepiensis by Turissini et al. [34];
were maintained in yeast form on Sabouraud dextrose agar at 35°C,
subcultured every 5-7 days and used for antigen production. P. lutzii LDR2 and
P. brasiliensis Pb18 were used also for rat infection.

2.2 Antigens and antibodies

Cell free antigens from P. lutzii LDR2 and P. brasiliensis Pb18 were obtained as
previously described [5], modified by the addition of 2.5 mmol/L
phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF, protease inhibitor). Exoantigens (ExoAg)
from P. restrepiensis B339 was obtained according Camargo et al. [4]. Gp70
from P. restrepiensis B339 was purified according to Rigobello et al. [24]. Anti-
gp70 monoclonal antibody was obtained from hybridoma MAbC5F11(gently
donated by Dr. Lopez D.J. “in memorian”, UNIFESP) and the monoclonal 1gG
purified by Sepharose-protein G column. Protein content was determined in
NanoDrop Lite UV-Vis Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific,

Wilmington,USA) and aliquots were stored at —80°C until use.

2.3 Experimental infection

Wistar male rats (Rattus norvergicus albinus), (~100g) with 4 weeks old, were
provided by the animal facilities of Maringa State University, Maringa, PR,
Brazil, fed ad libitum, and kept in a 12-h light dark cycle at 25°C. Each animal
was inoculated i.v. with 3x 10° yeast cells. Groups of five animals were
euthanized at days 14, 28 and 56 post-infection. As a control, group of rats
housed in the same conditions but without infection was used. Heparinized
blood samples were collected by cardiac puncture, centrifuged at 300 g for 12
min, and the resulting supernatant was stored at -80°C. Urine samples were
collected using a sterile external collector and after euthanasia, directly by
bladder puncture. Lungs were removed and fixed in buffered formalin for
histopathological analyses. All the procedures applied to animals in this study
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were approved by the Animal Care and Use Committee of the State University
of Londrina (CEUA 26064.2016.54).

2.4 Polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and Immunoblotting
for urine analysis

Pool of urine samples from each group of rats (n=5), infected with P. lutzii
(LDR2) and P. brasiliensis (Pb18) for 14, 28 and 56 days were concentrated in
Amicon® 10k Centrifugal Filter Units (Merck Millipore). Each pool per group
treated with reducing buffer and along with a molecular weight standard (Bio-
Rad 161-0375, CA, USA) were submitted to a 10% SDS-PAGE in tris-glycine
buffer, pH 8.1 (100 V) and then stained by coomassie brillant blue. For
immunoblotting, the gel was transferred to a nitrocellulose membrane (18h, 23v,
4°C) and unbound sites were blocked with PBS-5% bovine albumin-0.5%
Tween-20 (1h, r.t.). Strips of each pool of urine were incubated with polyclonal
antibodies (a pool of 10 PCM patients’ sera; 1/10), followed by biotin-sp-
affinipure anti-human IgG conjugated (Thermo Fisher-Scientific, 109-065-003)
diluted 1:20000, for 2h at 37°C. Streptavidin was added at 1:20000 dilutions and
incubated again for 2h at 37 °C and the antigens recognition evidenced by
3,3,5,5-tetramethylbenzidine (Zymed TMB).

2.5 Urinary gp70 levels by indirect competitive enzyme-linked
immunosorbent assay (icCELISA)

High affinity polystyrene plates (Corning Costar Co., Corning, USA) coated with
gp70 (160 ng/mL) were incubated with standard solution (1-160ng/mL), urine
samples (1/10) and negative controls, along with mAbgp70 (35 ng/mL) (v/v),
followed by anti-mouse IgG-peroxidase (A8419, Sigma-Aldrich Chemical Co.,
St. Louis, MO, USA) (1:4000). The reaction was developed with a solution of o-
phenylenediamine (OPD) (Sigma). Optical densities (O.D.) were measured at
492 nm on a Multiskan EX microplate reader (Labsystems, Helsinki, Finland).
The concentrations of gp70 were calculated based on the standard curve,
plotting percentage of binding and the log of gp70 concentration. The
percentage of binding was calculated from equation: Binding %= (A+/ A-) x 100,
where A+ was the mean absorbance in the presence of sample or gp70
standard and A- was the mean absorbance in their absence. The cutoff point
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was fixed as the mean plus two standard deviations of the negative control

readings, and gp70 levels expressed as ng protein/mL.

2.6 Urinary Paracoccidioides spp. CFA levels by indirect competitive
enzyme-linked immunosorbent assay (icELISA)

Polystyrene plates (Corning Costar Co., Corning, USA) were coated with 25
pug/mL of CFA (Cell free antigens from P. lutzii LDR2 and P. brasiliensis Pb18)
in carbonate buffer (pH 9.6) per well (100 pL/well) for 18h at 4°C. The plates
were blocked as described above. After washing, 50 uL of standard solution,
samples and controls were incubated with an equal volume of polyclonal
antibody against CFA produced in rabbit (25 pug/mL) for 3 h at 37°C. After a new
cycle of washes, 100 pL anti-rabbit IgG-peroxidase labeled antibody (A1949,
Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) were added to each well at 1:4000
dilution and incubated for 1,5h at 37°C, followed by the addition of OPD and the
other steps as described in the previous item. The concentrations of P.
brasiliensis CFA in the urine were calculated based on the standard curve (6 ng
— 100 pg/mL), plotting percentage of binding and the log of CFA concentration.
The percentage of binding was calculated from equation: Binding %= (A+/ A-) x
100, where that A+ was the mean absorbance in the presence of sample or
CFA standard and A- was the mean absorbance in their absence. The cutoff
point was fixed as the mean plus two standard deviations of the negative control

readings, and CFA levels expressed as pg protein/ml.

2.7 Autologous Serum IgG levels by indirect ELISA

According to Lenhard—Vidal et al. [11], high affinity 96 wells polystyrene plates
(Costar, Corning Incorporated, Corning, NY, USA) sensitized with 25ug/mL of
Pb18 or LDR2 CFAs (100uL/well) were blocked with PBS-Tween-5% 5% bovine
albumim and then incubated (2h, 35°C) with rat serum samples diluted 1/20.
Anti-rat 1gG-peroxidase labeled antibody (Thermo Fisher-Scientific, 62-9520,
HRP) was added at 1:2000 dilutions and incubated again for 1.5h and the
reaction evidenced by addition of OPD solution. Absorbance at 492 nm was
measured in a Multiskan EX Reader (Labsystems, Helsinki, Finland) and results

were expressed in O.D.
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2.8 Heterologous serum IgG levels by indirect ELISA with ExoAg from P.
restrepiensis B339 (Biotinilated)

High affinity 96 wells polystyrene plates (Costar, Corning Incorporated, Corning,
NY, USA) sensitized with 50ng/mL of ExoAg from B339 was incubated with rat
serum samples (1/20) and then with biotinized anti-rat 1gG labeled antibody
(Jackson Immuno Research, 112-065-003) at 1:40000 dilutions followed by
streptavidin-peroxidase (Jackson Immuno Research, 016-030-084) at 1:40000.
Dilutions and incubated again for 2.0h The reaction was evidenced by OPD, the
absorbance measured in a Multiskan EX Reader (Labsystems, Helsinki,
Finland) and results were expressed in O.D.

2.9 Heterologous serum IgG levels by indirect ELISA with ExoAg from P.
restrepiensis B339 (Peroxidase)

High affinity 96 wells polystyrene plates (Costar, Corning Incorporated, Corning,
NY, USA) sensitized with 25ug/mL of ExoAg from B339 was incubated with rat
serum samples (1/20) and then with anti-rat 1gG-peroxidase labeled antibody
(Thermo Fisher-Scientific, 62-9520) was added at 1:2000 dilutions and
incubated again for 1.5h. The reaction was evidenced by OPD, the absorbance
measured in a Multiskan EX Reader (Labsystems, Helsinki, Finland) and results

were expressed in O.D.

2.10 Lung histopathology
The lungs were removed from the animals and fixed in buffered formalin for at
least 18 h, dehydrated in alcohol, and embedded in paraffin. Sections of 5 um

were stained with haematoxylin - eosin (H&E) and by Grocott stain.

2.11 Statistical analysis

The construction of the standard curve and the calculation of concentrations
were performed using Microsoft Excel 2010 software (Microsoft Office
Professional Plus 2010). One-way ANOVA was performed with the Tukey test
for multiple comparisons. Significance was established at p value < 0,05.
Statistical analyzes were performed using GraphPad Prism software v. 8:03 for

Windows (GraphPad Software, La Jolla California USA, www.graphpad.com).
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3 Results

3.1 SDS-PAGE and Immunoblotting

Three main bands components, one with approximately 160 kDa, one
approximately 70 kDa and one higher than 70kDa MM were observed in both
SDS-PAGE (Figure 1A) and immunoblotting (Figure 1B) in urine samples from
rats infected with P. lutzii (LDR2), more evident in 28 days post infection (Figure
1). In the urine samples of rats infected with P. brasiliensis (Pb18), a band of
approximately 70 kDa and more two bands above 70 kDa were detected by
SDS-PAGE (Figure 2A) and by immunoblotting (Figure 2B) also more evident in
56 days post infection (Figure 2) .

kDa MM 14 28 kDa MM 14 28 56
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Figure 1. Gel electrophoresis (10% SDS-PAGE) (1A) and Immunoblotting (1B) of pool of
urine sample from rats infected with P. lutzii (LDR2). Pool of urine samples from groups of
rats (n=5), infected with P. lutzii- LDR2 for 14 days (14), 28 days (28) and 56 days (56),
submitted a 10% SDS-PAGE and stained by coomasue blue (1A) and SDS-PAGE transferred
to a nitrocellulose membrane incubated with polyclonal antibodies (from PCM patients) and
evidenced by TMB (1B). MM: MM standard.
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Figure 2. Gel electrophoresis (10% SDS-PAGE) (2A) and Immunoblotting (2B) of urine
sample of group of rats infected with P. brasiliensis (Pb18). Pool of urine samples from
groups of rats (n=5), infected with Pb18 for 14 days (14), 28 days (28) and 56 days (56),
submitted a 10% SDS-PAGE and stained by coomasue blue (2A). SDS-PAGE transferred to a
nitrocellulose membrane and incubated with polyclonal antibodies (from PCM patients) and
evidenced by TMB (2B). MM: MM standard. * gp43.
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3.2 Urinary gp70 levels by icELISA

Compared to control rats, the results of urinary gp70 levels demonstrated a
significantly higher level in rats infected with P. lutzii-LDR2 on day 28 whereas
for infected with P. brasiliensis (Pb18) it was on day 56 post infection. In
addition, the levels of gp70 in rats infected with P. brasiliensis were higher than
with P. lutzii. (Figure 3).
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Figure 3. Urinary gp70 levels by icELISA. Gp70 levels by icELISA in urines of rats infected
with P. lutzii LDR2 or P. brasiliensis Pb18. Asterisks indicate statistical difference from control
group (p-value < 0.05)

3.3 Urinary Paracoccidioides spp. CFA levels by indirect competitive
enzyme-linked immunosorbent assay (icELISA)

Compared to control rats, the results of urinary Paracoccidioides spp detection
demonstrated a significantly higher level in rats infected with P. lutzii-LDR2 on
day 28 whereas for infected with P. brasiliensis (Pb18) it was on day 56 post
infection. In addition, the levels of total antigens in infected with P. brasiliensis

were higher than with P. lutzii. (Figure 4).
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Figure 4. Urinary Paracoccidioides spp CFA levels by icELISA. CFA levels by icELISA in
urines of rats infected with P. lutzii LDR2 or P. brasiliensis Pb18. Asterisks indicate statistical
difference from control group (p-value < 0.05)

3.4 Autologous Serum IgG levels by indirect ELISA

IELISA performed in immunoplates sensitized with P. lutzii (A) and P.
brasiliensis (B) CFAs, incubated with serum of P. lutzii (A) and P. brasiliensis
(B) infected rats and then with anti-rat IgG-peroxidase and OPD solution. The
results are expressed as means in optical density (O.D.) at 492 nm, considering

significant in relation to the non-infected control group.
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Figure 5. Serum from infected groups by iELISA. IgG anti-CFA by iELISA in serum of rats
infected with P. lutzii LDR2 or P. brasiliensis Pb18. Asterisks indicate statistical difference from
control group (p-value < 0.05)

3.5 Heterologous serum IgG levels by indirect ELISA with ExoAg from P.
restrepiensis B339

IELISA performed in immunoplates sensitized with exoAg from P. restrepiensis
strain B339, incubated with serum of P. lutzii (A) and P. brasiliensis (B) infected
rats and then with biotinized anti-rat IgG, followed by streptavidin-peroxidase
and evidenced by OPD. The results are expressed as means in optical density

(O0.D.) at 492 nm, considering significant in relation to the non-infected control

group.



42

Q
»
I

O
o
1

IgG (D.O. 492nm)

0.0-
PP Pb PI Pb Pl Pb Pl Pb
Control 14 days 28 days 56 days

Figure 6. Serum IgG levels in P. lutzii and P. brasiliensis infected rats. There was high IgG
reactivity of serum throughout the evaluation period (14, 28 and 56 days) in relation to the
control group was observed with rat infected by P. lutzii (LDR2) (p<0.05) or P. brasiliensis

(p<0.05), with B339 antigens.

3.6 Heterologous serum IgG levels by indirect ELISA with ExoAg from P.
restrepiensis

IELISA performed in immunoplates sensitized with exoAg from P. restrepiensis
strain B339, incubated with serum of P. lutzii (A) and P. brasiliensis (B) infected
rats and then with anti-rat 1gG-peroxidase and evidenced by OPD. The results
are expressed as means in optical density (O.D.) at 492 nm, considering

significant in relation to the non-infected control group.
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Figure 7. Serum IgG levels in P. lutzii and P. brasiliensis infected rats. There was high 1gG
reactivity of serum throughout the evaluation period (14, 28 and 56 days) in relation to the
control group was observed with rat infected by P. lutzii (LDR2) (p<0.05) or P. brasiliensis

(p<0.05), with B339 antigens.

3.7 Lung histopathology

The lungs histopathological analysis evidenced different lesion patterns
between infected groups. After only 14 days of infection with P. lutzii yeasts,
there was a large cellular infiltrate (Fig B), which were mainly observed around
bronchioles Fig 7C) but in all the evaluated periods it was not detected well
delimited granuloma (Fig 7C, D). Several lysed mononuclear (some
polymorphonuclear) cells were observed at 28 and 56 days after infection with
P. lutzii (Figure 7D, D.1). As expected for rats infected with P. brasiliensis, only
small cell infiltration with scarce fungi was observed at 14 days post infection,
but after 28 days, there were well-defined granulomas. After 56 days of
infection, larger areas of injuries with the junction granulomas were observed
(Figure 8).
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Figure 8. Lung histopathology of rat infected with P. lutzii LDR2. Lung histopathological
analyses of rat not infected (A), infected intravenously with P. lutzii LDR2, at 14 (B), 28 (C), and

56 (D) days after infection stained by H&E.D.1. ** lysed mononuclear cells.

Figure 9. Lung histopathology of rat infected with P. brasiliensis. Lung histopathological
analyses of control rat not infected (A), infected intravenously with P. brasiliensis Pb18, at 14
(B), 28 (C), and 56 (D) days after infection stained by H&E. Arrow, small cell infiltration with
scarce fungi in 14 days post infection (B). The presence of several granulomas in 28 days after
infection (C) and a larger areas of injuries with the junction granulomas after 56 days of P.
brasiliensis Pb18 infection (D), with P. brasiliensis.
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Figure 10. Lung histological section from of rat infected with P. lutzii (A-C) and P.
brasiliensis (D-F), stained with Grocott. Lung from rat infected intravenously with P. lutzii at
14 (A), 28 (B) and 56 (C) days after infection (40X) and from rat infected with P. brasiliensis
Pb18, at 14 (D), 28 (E) and 56 (F) days after infection (40X). (C1) P. lutzii at 56 days (10X) and
(F1) P. brasiliensis Pb18, at 56 days post infection (10X), stained by Grocott.

4 Discussion

Few data are available in the literature on Paracoccidioides spp. antigens
in urine samples and all data is related to P. brasiliensis antigens. The presence
of P. brasiliensis gp43 and other antigens has been demonstrated by
immunoblotting in urine of patient with the acute form of PCM [17] or in
concentrated urine samples from acute and chronic PCM [25]. Salina et al., [25]
evaluated urine samples, before and during treatment, from two acute and one
chronic form of PCM.

The authors detected more frequently bands of 70 and 43 kDa before
treatment and decrease in gp43 during clinical recovery or increased during
relapse and considered that the detection of P. brasiliensis antigens in urine
appears to be a promising method for evaluating the efficacy of treatment, and
for detecting relapse.

Considering the lack of data on P. lutzii urinary antigens, this work
analyzed urine samples from rats infected with P. lutzii (LDR2). Initially it was
performed by SDS-PAGE. But as it could also contain other contaminants from
the moment of urine sample collection (even made with all sterile material), it

was later analyzed by immunoblotting. The profile of bands present in SDS-
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PAGE was very similar to that of immunoblotting. The most evident band of ~
160 kDa in immunoblotting and not very evident in SDS-PAGE, must be due to
greater immunogenicity because components of high MM, in general are more
complex and more immunogenic [7]. Three major components (~160 kDa, ~ 70
kDa and >70kDa MM) were observed in urine samples from rats infected with P.
lutzii (LDR2) and two (=70 kDa and >70 kDa) from rats infected with P.
brasiliensis (Pb18). This 160 kDa component is evidenced for the first time in
urine associated to experimental PCM, and due to high MM it was not our
expectation of finding in urine. In this work, renal function tests or kidney
histology were not performed. However, we believe that the excretion of
antigens occurs even in normal kidneys, as for other urine antigens (43kDa and
70kDa) detected in human PCM [25, 17]. The kidneys excretion of antigens
from a variety of pathogens, not involving urinary infections, has been reported
in the literature [18, 28], but in general there is a lack of data regarding MM of
antigens excreted in the urine. According to Tuuminen review [35] in intact
kidney, urinary antigens excreted have a lower MW than albumin (<67 kDa).
However urinary antigen with relatively high MM (90 to 80 kDa) has been
reported in in patients with Chagas’ disease [9].

No detection of 43 kDa band was expected for P. lutzii (LDR2), which
was not detected in previous work [12], however, the very weak band in urine
from rats infected with P. brasiliensis (Pb18) was unexpected. Possibly the 43
kDa is eliminated in urine in a lower concentration. In immunoblotting performed
by Mendes-Giannini et al. [17], the 43 kDa band appears much weaker than
others of greater MM by immunoblotting. But on the other hand, the more
intense gp43 band than gp70 in one sample of a chronic patient with PCM can
be seen in article from Salina et al., [25]. Although the sample of previous
research [25] is low, the presence of gp43 in urine samples has been detected
in mouse infected with P. brasiliensis by Ramos et al. [23]. Then, we cannot rule
out the possibility of gp43 lost by our distinct urine concentration process.

In addition to gp70, the 70kDa band detected by SDS-PAGE in urine
samples of 56 days could be another component of 70 kDa, which is not
reactive with monoclonal antibody for gp70. The 160kDa component detected
here in urine of infected rats, possibly is the same antigen detected in 78% of
serum samples from patients with PCM by Panunto-Castelo et al [22]. The
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authors suggested that this antigen could be a possible persistent marker of P.
brasiliensis infection. However, at the time that it was published (2003), there
was no knowledge of heterogeneity of PCM agents. Then, other species
including P. lutzii as PCM agent consequently antibodies to P. lutzii 160kDa
antigen may have participated. In this work, the 160kDa antigen was more
evident in P. lutzii (LDR2) than in P. brasiliensis. Coltri et al [7] designated this
antigen as paracoccin, with MM>160 kDa, laminin binder and evidenced its
ability to induce TNF and nitric oxide production by macrophages in high level
and suggested that it could play an important role in PCM pathogenesis.

As the 70kDa component was common urine antigen detected in both
fungi by immunoblotting, the gp70 was measured by icELISA. An increase in
the urinary gp70 level was observed during the infection. But surprisingly, gp70
decreased after 56 days in rats infected with P. lutzii (LDR2), suggesting that
the infection by this fungus has been controlled, differently from P. brasiliensis
(Pb18). Although the level of gp70 was higher in P.lutzii than P. brasiliensis at
28 days of infection, the total antigens levels were significantly higher in rats
infected with P. brasiliensis at 28 days, that persisted up to 56 days, suggesting
a higher fungal load in this group.

In this work, a progressive increase in serum IgG antibody to autologous
antigens was observed both in rats infected with P. lutzii (LDR2) and with P.
brasiliensis. The reactivity of antibodies was also analyzed using heterologous
antigen, ExoAg from P. restrepiensis strain B339, and high reactivity was
observed in all investigated periods in both infected groups. Increased antibody
levels have often been associated with disease severity in both humans [1] and
mice [29]. And also, here it was observed higher 1gG levels in P. brasiliensis
infected rats than infected by P. lutzii (LDR2).

By histopathological analysis, it was not observed the formation of
granuloma in the lung of rat infected with P. lutzii LDR2, unlike infected by P.
brasiliensis. Siqueira et al., [30] did not found granuloma in mouse infected with
P. lutzii (Pb01). Possibly this is characteristic of P. lutzii species. However, other
P. lutzii isolates must be investigated. A large lysed mononuclear cellular
infiltrate in lungs of rats infected with P. lutzii, could be due to 160kDa antigen

action, more evident P. lutzii antigen that could induce higher TNF and nitric
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oxide production by macrophages. But it requires further study to confirm if our
160kDa is the same TNF and nitric oxide inducer mentioned by Coltri et al [7].

Although in this work the CFU has not been determined, considering the
levels of urine antigens/antibodies and mainly by finding a greater amount of
fungus in the histological section shows that that the isolate P. lutzii LDR2 must
be less virulent than P. brasiliensis Pb18, which is according to the absence of
gp43 [12] and data from the literature with other P. lutzii isolate [12,30].

Urine sample can be collected easily in large volume, with less
invasiveness and its use in diagnosis has been intensified after monoclonal
antibody technology. The use of antigens in urine for diagnosis has been cited
for several infectious agents as bacteria, fungi, parasite and viruses [17,9]. For
PCM, urinary P. brasiliensis 70 and 43 kDa antigens has been suggested as
promising for diagnosis and for evaluating the efficacy of treatment [25]. This
work demonstrates for the first time that the P. lutzii LDR2 antigens can be
detected in the urine, suggesting that the urinary antigens levels determination
is also viable in patients infected with this new species. The introduction of more
antigens as a form of diagnosis can expand coverage in diagnosis due to
diversity of PCM agent, although there is a need for further studies to
characterize these antigens.
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Resumo

Paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistémica granulomatosa,
provocada pelos fungos termodimoérficos do género Paracoccidioides spp. P.
brasiliensis é considerado um complexo de quatro linhagens filogenéticas
distintas (S1, PS2, PS3 e PS4) e a espécie P. lutzii, denominada anteriormente
como 'Pb01-like, é considerada monofilética. A infeccdo possivelmente ocorre
pela inalagcdo de propagulos infectantes aéreos que passam por conversao
para fase leveduriforme nos pulmdes e linfonodos, induzindo uma resposta no
hospedeiro caracterizada pela formacdo de granulomas, que podem
permanecer dormentes ou progredir para a doenca, disseminando para baco,
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figado, pele e mucosas. O controle da PCM depende da eficiéncia da resposta
imune celular, o saldo entre os padrdes de resposta imune Thl e Th2
determinara a resposta imune predominante e, consequentemente, resisténcia
ou suscetibilidade em desenvolver a doenca. O tipo de resposta imune Th2/Th9
€ caracteristico da PCM aguda; esta forma clinica € mais severa, pois ha
depressdo acentuada da imunidade mediada por células. Os pacientes com
PCM crbnica exibem um perfil Th1l/Thl7, com inducdo de formacdo de
granulomas. Trata-se de um mecanismo importante para conter os fungos,
evitando a sua disseminacdo. As citocinas IFN-y, TNF-a e as associadas a
Th17 (IL-6 e IL-23) séo criticas para a formagdo/manutencdo de granulomas na
PCM. A resposta imune adaptativa desenvolvida na PCM pode ser
modulada/moldada pela resposta imune inata, via reconhecimento de
estruturas fangicas conservadas pelos receptores Toll-like, receptores similares
a lectina de tipo C como a dectina-1, receptores de manose e receptores de
complemento, entre outros. O fungo P. brasiliensis também pode ser detectado
pelo sensor citosodlico, inflamassomo NLRP3, que além de amplificar a
inflamacédo local/sistémica, pode induzir resposta imune mediada por Thl e

Th17, promovendo uma defesa antifingica mais eficaz na PCM.

Palavras-chave: Granuloma, Paracoccidioides spp, Thl, Th2, Th17

Abstract

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic granulomatous mycosis, caused
by thermodimorphic fungi of the genus Paracoccidioides spp. P. brasiliensis is
considered a complex of four distinct phylogenetic strains (S1, PS2, PS3 and
PS4) and the species P. lutzii, previously known as' Pb01-like, is considered
monophyletic. The infection possibly occurs by inhaling airborne infectious
propagules that undergo conversion to the yeast phase in the lungs and lymph
nodes, inducing a response in the host characterized by the formation of
granulomas, which can remain dormant or progress to the disease, spreading to
the spleen, liver, skin and mucous membranes. The control of PCM depends on
the efficiency of the cellular immune response, the balance between the Thl

and Th2 immune response patterns will determine the predominant immune
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response and, consequently, resistance or susceptibility to develop the disease.
The type of Th2/Th9 immune response is characteristic of acute PCM; this
clinical form is more severe, as there is marked depression of cell-mediated
immunity. Patients with chronic PCM exhibit a Th1/Th17 profile, with induction
of granuloma formation. It is an important mechanism to contain fungi,
preventing their spread. The cytokines IFN-y, TNF-a and those associated with
Th1l7 (IL-6 and IL-23) are critical for the formation/maintenance of granulomas
in PCM. The adaptive immune response developed in PCM can be
modulated/shaped by the innate immune response, via recognition of
conserved fungal structures by Toll-like receptors, C lectin-like receptors type
such as dectin-1, receptors of mannose and complement receptors, among
others. The fungus P. brasiliensis can also be detected by the cytosolic sensor,
inflammasome NLRP3, which in addition to amplifying local/systemic
inflammation, can induce immune responses mediated by Thl and Thl7,

promoting a more effective antifungal defense in PCM.

Key words: Granuloma, Paracoccidioides spp, Thl, Th2, Th17

Paracoccidioidomicose (PCM) € uma micose sistémica granulomatosa,
provocada pelos fungos termodimorficos do género Paracoccidioides spp.,
descrita pela primeira vez por Adolpho Lutz, que isolou o fungo e descreveu a
clinica da doenca em 1908. Lutz denominou a doenga como pseudococcidiana
hifoblastomicose para diferencia-la da coccidioidomicose, causada por
Coccidioides spp., bem como da blastomicose, causada por Blastomyces
dermatitidis (1). Splendore classificou o organismo fungico como uma levedura
do género Zymonema (2). Almeida, em 1930, num estudo comparativo de

granuloma coccidioidico, diferenciou um novo género, o Paracoccidioides (3).

O género Paracoccidioides pertence ao Filo Ascomycota, Classe
Euromycetes, Ordem Onygenales e Familia Ajellomycetaceae (Onygenaceae)
(4). Atualmente destacam-se as espécies P. brasiliensis (5) e P. lutzii (6,7). P.

brasiliensis é considerado um complexo de quatro linhagens filogenéticas



54

distintas (S1, PS2, PS3 e PS4) e P. lutzii foi denominado anteriormente como
'Pb01-like (6—10). Recentemente, Turissini et al. (2017) propuseram uma nova
ordem taxon6mica para o complexo Paracoccidioides: P. americana para PS2,
P. restrepiensis para PS3 e P. venezuelensis para PS4. A espécie criptica S1,
€ representada por Pbl8 e B339, encontrada no Brasil, Paraguai, Argentina,
Venezuela e Peru, sendo isolada em tatus (Dasypus novemcinctus), pinguins e
no solo das regifes endémicas (11). Este fungo também foi isolado em tatus da
espécie Cabassous centralis, a partir de identificagdo molecular de um isolado
(12).

A espécie PS2 apresenta menor potencial virulento, porém, capaz de
provocar a PCM em humanos e em modelos animais, distribuidas no Brasil e
Venezuela. A espécie PS3 foi isolada de humanos e de tatus, encontrados na
Colémbia (8). A espécie PS4 foi recentemente identificada em isolados clinicos
na Venezuela (9). A espécie P. lutzii € considerada monofilética, encontrada
com maior frequéncia nas regides centro-oeste, sudeste e norte do Brasil e no
Equador (6,7,13).

Paracoccidioides spp. pertencem a um género de fungos patogénicos
termodimorficos que exibem duas formas: hifa e levedura. Em temperatura
ambiente, apresentam-se na forma micelial ou filamentosa, com crescimento
lento, ap6s 20 a 30 dias de incubacdo entre 20 a 26°C. Nesta faixa de
temperatura, esses fungos produzem col6nias brancas, pequenas e irregulares,
cobertas por um curto micélio aéreo, composta por hifas finas e septadas,
sendo esta, a provavel forma encontrada no ambiente (5). Entre 35 a 37 °C ou
em cultura, o fungo apresenta-se na forma de levedura (14).
Macroscopicamente, as colbnias apresentam aspecto rugoso e cerebriforme,

visiveis a partir de 10 a 15 dias de cultivo.

Microscopicamente, os blastoconidios séo caracterizados por células
globosas de tamanho variavel, apresentando parede celular dupla e
refringente, multiplos brotamentos-exoesporulagdes, cercadas por células
filhas, assemelhando-se a uma roda de leme. A temperatura € um fator
importante no dimorfismo do Paracoccidioides spp., quando a propor¢ao de a-

1,3-glucana é maior do que a B-glucana, estes fungos encontram-se na forma
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de levedura (15,16). Assim, a a-1,3-glucana, presente na levedura pode atuar

como uma protecdo contra mecanismos de defesa do hospedeiro (17,18).

No hospedeiro, o fungo passa a produzir mais a-glucana do que a (-
glucana, porém, os estrogenos em mamiferos impedem essa transicao (19).
Assim, a PCM é mais frequente em homens do que em mulheres (proporgao
homem/mulher: 22:1) (20), constatacdo que pode ser atribuida a protecéo
conferida pelo hormonio feminino 17-B-estradiol. No curso da infecgdo em
camundongos machos e fémeas, apos infec¢do por conidios de P. brasiliensis,
0s machos apresentaram infec¢cdo de forma progressiva, enquanto as fémeas
controlaram a infeccdo. Esses resultados confirmaram que 17-B3-estradiol
confere protecéo durante a primeira infeccdo em mulheres (21).

Estudos filogenéticos sugerem que P. brasiliensis, P. lutzii e outros
organismos dimérficos Ascomycota, como Blastomyces dermatitidis,
Histoplasma capsulatum, Coccidioides immitis e C. posadasii, evoluiram,
adaptando-se a dois nichos ecoldgicos distintos: o primeiro representado por
condicBes saprofiticas naturais no solo, e o segundo representado pelos
tecidos vivos dos hospedeiros animais (22). O habitat natural de
Paracoccidioides e fungos relacionados provavelmente consiste no solo das
diversas areas Umidas tropicais e subtropicais das regibes endémicas da
Ameérica Latina (5). P. brasiliensis e P. lutzii foram detectados molecularmente

em amostras de solo de tocas e nos ambientes habitados por tatus (23).

As avaliacBes de infeccao fungica em animais por P.brasiliensis foram
realizadas principalmente utilizando testes sorologicos e a maioria desses
estudos foi realizada no sul e sudeste do brasil. As taxas de positividade
observadas foram de 78% em cées de Botucatu (S&o Paulo, Brasil), 74% em
cées de Sao Paulo (Séo Paulo, Brasil) (24) e 90%, 49% e 15% em cées das
areas rurais, suburbanas e urbanas de Londrina (Parana, Brasil),
respectivamente (25). No entanto, a infeccdo de animais por P. lutzii foi
observada no Estado do Rio Grande do Sul e um total de 481 amostras de soro
(200 de cavalo, 196 de cades domésticos e 85 de mamiferos selvagens) foram
testadas por ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA) para detectar

anticorpos anti-P. lutzii, das quais, 54 foram positivas para P. brasiliensis. Um
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total 10,5% dos cavalos, 28,8% dos cées e 9,5% dos mamiferos selvagens
foram positivos apenas para P. lutzii. A deteccao de anticorpos anti-P. lutzii em
animais do Estado de Rio Grande do Sul sugere que o fungo pode ser
encontrado no sul do Brasil, apesar de ser descrito principalmente no centro-

oeste e sudeste do pais (26).

O complexo de P. brasiliensis e P. lutzii produzem propagulos
infecciosos e é certo que essa fase saprofitica é transitéria, ocorrendo somente
em condi¢cdes ambientais especificas, como abaixo da superficie do solo, em
tocas e habitats protegidos (4). Os individuos estdo expostos ao risco de
inalacdo desses propagulos infectantes dispersos no solo. Existem evidéncias
indiretas de que P. brasiliensis cresce preferencialmente entre 2-20 centimetros
abaixo da superficie do solo, e ap6s longos periodos de precipitacdo e
aumento da umidade, ocorre maior liberacdo de esporos (27). Estudos
experimentais sugeriram que a capacidade de produzir propagulos infecciosos
difere entre grupos genéticos de Paracoccidioides, que, por sua vez, podem
determinar a incidéncia de infec¢do. Por exemplo, os genétipos S1 e PS2
ocorrem no sudeste do Brasil a uma taxa de 9:1 (S1:PS2) e a producédo de
conidios foi identificada como sendo mais alta em isolados S1 do que PS2 em

condicdes laboratoriais de cultivo (7).

Inquéritos epidemioldgicos indicam que 70% dos moradores das areas
endémicas ja foram expostos ao agente etioldgico dessa micose, todavia,
apenas uma pequena porcdo desse numero apresentou alguma manifestacéo
clinica (28). A infeccdo possivelmente ocorre pela inalacdo de propagulos
fungicos aéreos que passam por conversdo para fase leveduriforme nos
pulmdes e linfonodos, induzindo uma resposta no hospedeiro caracterizada
pela formacdo de granulomas, que podem permanecer dormentes ou progredir

para a doenca, disseminando para baco, figado, pele e mucosas (5,29).

7

A capacidade de formacdo de biofilme €& um importante fator de
viruléncia dos microrganismos, incluindo fungos. Biofilme &€ uma comunidade
estruturada complexa de microrganismos embebidos em uma matriz de
substancias poliméricas extracelulares aderentes a uma superficie inerte ou

viva, essa matriz extracelular providencia protecdo contra mecanismos de
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defesa do hospedeiro e antifungicos (30,31). Recentemente, foi observada a
formacdo de biofilme em Paracoccidioides spp., in vitro (32). Além disso, foi
relatado que leveduras de P. brasiliensis sdo capazes de formar biofilmes em
condicBes associadas a superexpressao de adesinas e enzimas (33), 0 que

pode favorecer a infeccdo disseminada do fungo.

Paracoccidioides spp. sao reconhecidos pelas estruturas fungicas
conservadas, conhecidas como padrdes moleculares associados a patdogenos
(PAMPs), por meio de receptores de reconhecimento de padrées (PRRS)
presentes na superficie da célula hospedeira. PRRs incluem varias moléculas,
incluindo receptores Toll-like (TLR), receptores similares a lectina de tipo C
(CRL) como a dectina-1, receptores de manose (MR) e receptores de
complemento (CR), entre outros (34,35). A dectina-1, o receptor que reconhece
B-glucana, desempenha um papel importante na imunidade contra P.
brasiliensis. A infeccdo dos macrofagos deficientes em dectina-1 por P.
brasiliensis, resulta na baixa capacidade fungicida, baixa producdo de Oxido
nitrico e sintese elevada de interleucina-10 (IL-10) (36). A ligacdo do fungo P.
brasiliensis aos receptores TLR2, manose e dectina-1 em células
polimorfonucleares humanas induz a producgéo de interleucina-12 (IL-12), IL-10,
prostaglandina E2 (PGE2) e leucotrieno B4 (LTB4), sendo que a cepa mais
virulenta de P. brasiliensis induz um padréo de resposta anti-inflamatéria (37).

Algumas proteinas de Paracoccidioides spp., conhecidas como
adesinas, podem mediar o processo de invasao celular. A glicoproteina de 43
kDa (gp43), por exemplo, pode participar da degradacdo da citoqueratina,
levando a perda das caracteristicas filamentosas e facilitando a invasdo do
hospedeiro (38). Paracoccidioides spp. induzem apoptose quando invadem
células epiteliais ou fagocitos, favorecendo a sua sobrevivéncia (39,40). Além
disso, verificou-se que a apoptose induzida esta associada a expressédo da
caspase-2, 3 e 8 e estes fungos podem modular a apoptose das células
epiteliais (A549) através da expressao de moléculas, como Bcl-2, Bak e
caspase-3, apoiando a hipotese de que a apoptose pode ser induzida pelo

fungo para promover sua sobrevivéncia e disseminacao (41).
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Como observado em outras doencas causadas por patdgenos
intracelulares, o controle da PCM depende da eficiéncia da resposta imune
celular (42). A internalizagdo de muitos microrganismos patogénicos por células
epiteliais pode estar associada a capacidade de induzir o processo de
fagocitose em células “néo profissionais”, fornecendo um mecanismo pelo qual
as células fungicas podem escapar dos fagécitos profissionais, facilitando a sua
disseminagcéo (43). De acordo com Barros et al. (2016) (44), ao incubar
leveduras de P. brasiliensis com células epiteliais, ocorre um aumento de
integrinas a3 e a5 nestas células, o fungo entao interage com esses receptores
de membrana promovendo o0 agrupamento dessas integrinas. Este
agrupamento leva a secrecdo de interleucina-6 (IL-6) e interleucina-8 (IL-8)
pelas células epiteliais, sugerindo que P. brasiliensis pode modular a resposta

inflamatoria do hospedeiro.

No processo de fagocitose, os neutrdfilos liberam estruturas chamadas
armadilhas extracelulares (NETs), que sdo compostos de DNA, histonas e
material granular como a elastase. Foi demonstrado que embora P. brasiliensis
seja capaz de induzir NETs, esse mecanismo é ineficiente contra o fungo (45).
As células NK (do inglés, Natural Killer) realizam duas funcées: (a) sdo capazes
de matar P. brasiliensis diretamente ou reconhecer e matar células infectadas
através de um mecanismo citotéxico; (b) produzem citocinas pré-inflamatérias
como interferon-gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) que por

sua vez, influenciam a resposta imune adquirida contra esse fungo (46).

A formacdo de granuloma € um mecanismo importante para conter os
fungos, evitando a sua disseminacdo. A inflamacdo granulomatosa na PCM é
caracterizada pela presenca de células gigantes multinucleadas (MGC) e
células epitelioides e o granuloma pode ser classificado como solto ou denso,
incluindo corpo estranho e células gigantes de Langhans (47). Em PCM
experimental bem como na PCM humana, em casos de doenca menos grave
pode-se observar granulomas densos com menor numero de leveduras
fungicas em relacdo a doenca mais grave, onde se observa granuloma solto,
associado a um maior numero de leveduras (48). Os fungos podem se
reproduzir em macrofagos e em células epiteliais, estimulando a resposta

imune mediada por células (47). Esse estimulo € baseado na liberacdo de
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citocinas pro e anti-inflamatérias como interleucina-1 beta (IL-18), IL-6, TNF-q,
fator transformador de crescimento beta (TGF-B) e IL-10 (49). As citocinas IFN-
Yy e TNF-a estdo associadas com a formagdo de granuloma, controle da
disseminagéo do fungo e resisténcia ao fungo P. brasiliensis (50). Além disso,
de acordo com Tristédo et al., 2017 (51), as citocinas associadas a Th17 (IL-6 e
interleucina-23 (IL-23)) sado determinantes para a formagédo de granulomas

durante a PCM experimental.

O saldo entre os padrdes de resposta imune Thl e Th2 determinara a
resposta imune predominante e, consequentemente, resisténcia ou
suscetibilidade em desenvolver a doenca (42). O tipo de resposta imune
Th2/Th9 é caracteristico da PCM aguda, pacientes com essa forma clinica da
doenca exibem altos niveis de interleucina-4 (IL-4), interleucina-5 (IL-5) e
interleucina-9 (IL-9) e testes cutaneos de paracoccidioidina ndo reativos. Esta
descoberta reflete a depressdo acentuada da imunidade mediada por células
que ocorre na PCM aguda. Além disso, esses pacientes produzem grandes
guantidades de IgA, IgE e IgG4, is6tipos de anticorpos com baixa capacidade
de fixacdo do complemento e baixa afinidade pelos receptores Fc (FCR, que se
ligam a anticorpos) presentes nos fagocitos, resultando em macréfagos menos
eficientes que subsequentemente permitem a multiplicacdo e disseminacéo de
fungos (52).

A PCM aguda é a forma mais severa desta doenca e afeta
predominantemente criancas, adolescentes e adultos jovens. A incidéncia
desta forma clinica tende a ser distribuida igualmente entre o0s sexos,
principalmente entre a populagdo adolescente (29). Esta forma clinica evolui
rapidamente e se difunde para multiplos 6rgéos e sistemas, envolve o sistema
fagocitico-mononuclear, com presenca de linfadenomegalia e
hepatoesplenomegalia. Os sintomas também podem incluir manifestagdes
digestivas, lesdes cutaneas (ou mucosas), envolvimento osteoarticular, febre,
perda de peso e anorexia. Raramente apresenta manifestagées pulmonares e,
em geral, os pacientes sdo diagnosticados algumas semanas apoés o inicio dos

sintomas (53).
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Os pacientes com a PCM cronica exibem um perfil Th1/Th17 em que os
linfécitos Thl efetores sdo recrutados para o local da infec¢do e produzem IFN-
y melhorando a ativacdo dos macrofagos (54). Na resposta Thl contra
Paracoccidioides sp., a morte celular pode ser induzida por peréxido de
hidrogénio (H,0,) produzido por macréfagos (55,56). Os niveis de anticorpos
também podem ser altos, no entanto, esta resposta € caracterizada por
anticorpos isotipicos IgG1 e 1gG2, que mostram alta capacidade de fixagdo de
complemento e alta afinidade para FcR (IgG1> I1gG2> 1gG4) (52).

A maioria dos casos de PCM sdo da forma crbnica, que mais
comumente se manifesta em homens adultos entre as idades de 30 e 60 anos.
A PCM cronica se instala lentamente e os sintomas geralmente perduram entre
4 a 6 meses e, por vezes, mais de um ano (20). Em 90% dos pacientes com
PCM, a doenca se manifesta pelo comprometimento pulmonar (57). Além dos
pulmdes, os 6rgdos mais afetados sdo a mucosa das vias aéreas superiores,
sistema digestorio e pele (20). Os pacientes que apresentam a PCM cronica
podem apresentar sequelas, incluindo fibrose pulmonar, enfisema, disfonia e
sindrome de Addison (57,58). Também ha relato de choque séptico fatal por P.

brasiliensis em paciente jovem imunocompetente (59).

O fungo também é capaz de penetrar a barreira hematoencefalica por
mecanismos ainda ndo estabelecidos, causando a neuroparacoccidioidomicose
(NPCM) (60). Casos de PCM aguda em pacientes receptores de 0Orgaos
transplantados foram relatados (61-63), assim como PCM nos olhos e anexos
(64,65). Podem ocorrer também lesBes no aparelho genital (66), PCM
localizada na mama (67) e envolvimento de glandula adrenal, tireoide, rins,
medula 6ssea e coracdo (68). Em alguns casos, 0 microrganismo permanece

latente, possibilitando manifestagdes clinicas apos anos da infecgéo (5,69).

Mota et al. (1985) (70) mostraram que 0s pacientes com ambas as
formas clinicas da PCM exibiam diminuicdo do numero absoluto de linfocitos T.
Bava et al. (1991) (71) observaram que pacientes crdonicos sem tratamento
estavam linfopénicos, com baixas taxas de células T CD4/CD8 e que pacientes
em tratamento apresentaram contagem normal de todas as subpopulacdes de

linfécitos. Venturini et al. (2014) (72) verificou que os pacientes com PCM
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cronica antes e ap0s o tratamento completo apresentaram alta contagem de
mondcitos inflamatérios CD14" CD16™ e alta producdo de TNF-a pelos
mondcitos, além disso, 0s pacientes com cura aparente permaneceram com
alta contagem de mondcitos CD14" CD16"" e alta producdo de TNF-a por
varios anos. As sequelas pulmonares em pacientes com PCM cronica pioram
apos o tratamento antifungico (57), portanto, a expanséo de linfécitos T, de
mondcitos CD14" CD16"™ e alta producdo de TNF-a, durante e apds o
tratamento do paciente com PCM cronica, pode ser consequéncia ou parte da
sequela pulmonar. Em resposta aos baixos niveis de oxigénio no tecido, as
células tentam restaurar a homeostase através da ativacdo de um sistema
regulatorio central para hipoxia, envolvendo fatores induziveis a hipoxia (HIF)
(73).

N&do se sabe exatamente guais mecanismos levam a uma resposta
imune prejudicada durante a infeccdo por P. brasiliensis, no entanto, diversos
mecanismos tém sido propostos. Estudos mostraram que a infeccao por este
fungo leva a involucao timica (74), alteracdes no arranjo das regides cortical e
medular e aumento da expresséo de interleucina-7 (IL-7), interleucina-2 (IL-2),
IL-17, TNF-a e Regulador Autoimune (AIRE) no timo. Além disso, a infec¢ao
também leva ao aumento da expressao de ligante 19 de quimiocina (motivo C-
C) (CCL19) e o receptor 7 de quimiocina CC (CCRY7) correlacionado com o
aumento da migracdo de timdcitos. P. brasiliensis também leva a alta
frequéncia de linfécitos T CD4" e CD8" que expressam sequéncias “proibitivas”
de receptor de célula T (TCRVBS e VB12), sugerindo um comprometimento do

processo de selecao no timo (75).

Em pacientes com PCM croénica, a inflamacdo progressiva pode levar a
sequelas fibroticas mesmo apos o tratamento, porém, para tratar a fibrose
pulmonar nédo ha terapia eficaz (20). No entanto, existem estudos em animais
com uso de drogas imunossupressoras demonstrando resultados promissores
na reducéo da inflamacéo e fibrose pulmonar. Por exemplo, em um estudo com
uso de modelo animal de PCM pulmonar tratada com um anticorpo monoclonal
para deplecao de neutrdfilos, foi observado um melhor controle da infeccéo e
atenuacao da fibrose pulmonar (76). Em um estudo posterior, foi avaliado o

efeito do itraconazol em combinacdo com a deplecdo de neutréfilos com



62

anticorpo monoclonal em animais infectados. Esta combinacdo reduziu a
inflamacdo e a fibrose pulmonar regulando negativamente genes proé-

inflamatorios e pro-fibréticos (77).

Devido as sequelas que incapacitam pessoas em idade
economicamente ativa, a PCM representa um grave problema de saude publica
e, sendo assim, possiveis abordagens imunoprofilaticas contra o fungo seriam
de grande importancia. Considerando isto, Holanda et al. (2017) (78)
desenvolveram formulacdes de vacinas candidatas contra a PCM. A vacina
consiste em particulas semelhantes a virus (VLP) que carregam varias copias
do peptideo imunodominante P10 da gp43 de P. brasiliensis. A cepa Pbl8
altamente virulenta de P. brasiliensis foi utilizada para desafiar a vacina e,
como resultado, houve melhora da imunidade celular com células T CD4" de
memoria robusta especificas para P10, controle da carga fungica e

impedimento da disseminacao sistémica do fungo.

As células T reguladoras (Treg) agem equilibrando as respostas imunes
durante infeccbes persistentes para promover o controle da doenca
imunomediada, evitando respostas inflamatorias hiper-reativas (79). As
respostas imunes por Treg estdo presentes em ambas as formas clinicas da
PCM e foram caracterizadas pela expressao de FoxP3 (Forkhead box P3) em
lesBes teciduais e alta producao de IL-10 e TGF-B1 por células mononucleares
do sangue periférico. Camundongos resistentes desenvolvem maior nimero de

células Treg e mais potentes do que individuos suscetiveis (80).

Trabalhos recentes demonstram que as vias de sinalizacdo das
respostas imunes inatas na PCM podem modular a resposta adaptativa.
Ketelut-Carneiro et al. (2015) (40), demonstraram que o fungo P. brasiliensis &
detectado pelo sensor inflamassomo NLRP3, que orquestra uma ativacao
vigorosa da caspase-1 e resposta pro-inflamatoria, mediando a producéo de
interleucina-18 (IL-18), promovendo uma defesa antifungica do hospedeiro com
uma forte resposta imune mediada por Thl. Além disso, durante a infecgéo por
P. brasiliensis ha ativacdo de inflamassomo de caspase-11 que promove a
formacao de poros e piroptose, um tipo de morte celular programada mediada

por inflamassomo. Durante este processo ocorre vazamento de moléculas proé-
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inflamatorias do citosol destas células, amplificando a inflamac&o local ou
sistémica (81). De acordo com estes autores, a caspase-11 juntamente com
interferon-beta (IFN-B) promove a morte celular piroptética e a liberagao de IL-
1a por macrofagos que medeiam a producgao eficaz de 6xido nitrico (NO) e IL-
6, aumentando o controle de crescimento fangico. Além disso, a IL-1a é
importante para a imunidade antifangica mediada por linfécitos Th17,
aumentando o0s niveis de interleucina-17 (IL-17) para regulacdo do

recrutamento de neutrofilos.

Concluimos, portanto, que os padrbes de resposta imune desenvolvidas
pelo hospedeiro determinam uma maior ou menor gravidade da doenga, sendo
benéfico o perfil Th1/Th17 e, prejudicial o perfil Th2/Th9. Além disso, o perfil de
resposta imune desenvolvida depende das vias de ativacdo de resposta imune
inata. Como a descoberta da existéncia das espécies cripticas de P.
brasiliensis e da nova espécie P. lutzii € muito recente, ha uma grande lacuna
de conhecimentos a respeito da resposta imune a esses novos agentes,

principalmente P. lutzii.
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CONCLUSOES GERAIS

Este trabalho demonstra pela primeira vez que os antigenos de P. lutzii LDR2

podem ser detectados na urina, evidenciando desta forma que a determinacao

dos niveis de antigenos urinarios também € viavel em pacientes infectados

com esta nova espécie. Demonstra também que o efeito da infec¢cdo em ratos

pelo fungo P. lutzii difere do infectado por P. brasiliensis, desenvolvendo

doencga menos grave, com menos fungo no tecido pulmonar e, com indugéo de

menor nivel de anticorpos IgG.





