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RESUMO

O presente trabalho investigou o efeito de fumonisina (FB) parcialmente purificada
de Fusarium verticillioides 103F, um fungo contaminante de milho e outros cereais,
no curso da paracoccidioidomicose (PCM), a micose sistémica mais importante da
América Latina, sendo o Brasil um centro endémico. Devido a cronicidade e a
prevaléncia da doenca, existe a possibilidade de ocorrer a infecgcao pelo fungo
Paracoccidioides brasiliensis (Pb), agente etiologico da PCM e contaminagao
concomitante por fumonisina ingerida, especialmente na regidao endémica de PCM.
Tendo como objetivo avaliar o efeito da FB na resposta imune humoral e celular em
PCM experimental, camundongos BALB/c foram divididos em quatro grupos de 6
animais (“PBS”, “PBS+FB”, “Pb” e “Pb+FB”). Dois grupos de animais (Pb e Pb+FB)
foram inoculados (i.v.) com 1 x 10° leveduras (Pb18) e como controle com PBS
estéril (PBS e PBS+FB). Apos 28 dias, os grupos PBS+FB e Pb+FB foram
inoculados (s.c) com FB parcialmente purificada e os grupos PBS e Pb com PBS
estéril. Apds 7 dias foram coletadas as amostras de sangue para analise de resposta
imune humoral e de antigenemia. O bago foi removido para avaliacdo da resposta
imune celular. A avaliacdo da resposta imune humoral foi realizada por ensaio
imunoenzimético (ELISA), sendo utilizado ELISA indireto com preparado antigeno
livre de célula (CFA) de Pb18 e ELISA captura utilizando anticorpos policlonais e
monoclonais especificos para gp43 para andlise de antigenemia. A avaliagdo da
resposta imune celular foi realizada por teste de hipersensibilidade tardia (DTH) e
por meio de cultura de linfécitos estimulados com antigenos de Pb para avaliagcdo da
resposta especifica e com mitégeno concanavalina A (ConA). Adicionalmente, foi
avaliada a producdo “in vitro” de oOxido nitrico (NO) por células esplénicas
estimuladas com lipopolissacarideo (LPS). A avaliacdo da resposta imune humoral
aos antigenos de Pb ndo demonstraram diferenca significativa em relacdo ao grupo
infectado e tratado com a FB, bem como os resultados de analise de antigenemia. O
teste de DTH e resposta linfoproliferativa aos antigenos especificos também néo
demonstraram diferenca significativa nos grupos tratados com FB. No entanto foi
observada inibicdo significativa (p<0,001) na resposta linfoproliferativa a ConA no
grupo tratado com a FB em relacdo ao grupo controle. Os resultados de dosagem de
NO também demonstraram nivel inferior nos camundongos tratados com FB ou
infectado com Pb. Concluimos pelos resultados de avaliacdo de resposta imune que
a FB inoculada em um unico dia ndo afeta a resposta imune celular ou humoral
especifica ao fungo Pb, todavia pode suprimir a resposta linfoproliferativa a mitdgeno
ConA e producédo de NO pelos esplendcitos.

Palavras-chave: Paracoccidioides brasiliensis. Paracoccidioidomicose. Fusarium
verticillioides. Fumonisina. Micotoxina.
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ABSTRACT

The present work investigated the effect of partially purified fumonisin (FB) from
Fusarium verticillioides 103F, a contaminant fungi of maize and other cereals, Iin
course of paracoccidioidomycosis (PCM), the most important systemic mycosis of
Latin America, being Brazil a endemic region. Due to cronicity and prevalence of
disease there is the possibility of infection with Paracoccidioides brasiliensis, the
etiological agent of PCM, and concomitant contamination by ingested fumonisin,
especially in a endemic region of PCM. The objective of this work was to evaluate the
effect of FB on humoral and cellular immune response in experimental PCM. Male
BALB/c mice divided into 4 groups of 6 animals (PBS, PBS+FB, Pb and Pb+FB).
Two groups (Pb and Pb+FB) were inoculated i.v. with 1 x 10° yeast cells (Pb18, PBS
and PBS+FB with sterile PBS as control. After 28 days PBS+FB and Pb+FB groups
were inoculated s.c. with the partially purified FB and PBS and Pb groups with sterile
PBS. After 7 days blood samples were collected to analyze humoral immune
response and antigenemia. Spleen was removed to analyze cellular immune
response. Evaluation of humoral immune response was performed by
immunoenzimatic assay (ELISA), using indirect ELISA with cell-free antigen (CFA)
from Pb18 and capture ELISA, using specific polyclonal and monoclonal antibodies
to gp43, to evaluate antigenemia. Evaluation of cellular immune response were
performed by delayed type hipersensibility test (DTH) and by lymphocyte culture
stimulated with Pb antigens, for specific immune response, and with concanavalin A
(ConA). In addition, in vitro oxide nitric (NO) production from spleen cells stimulated
with lipopolysaccharide were analyzed. Evaluation of humoral immune response to
Pb antigens did not show significant difference between infected and infected and
treated with FB group, as well as results for antigenemia analyses. DTH test and
lymphoproliferative response to specific antigens also did not show significative
results between FB treated groups. However, significative inhibition (p<0,001) was
observed in lymphoproliferative response to ConA in Fb treated group in relation with
control group. Results from NO determination also demonstrated lower levels in FB
treated and/or infected mice. We concluded that FB inoculated in a single day did not
affect the cellular or humoral specific response to Pb, but it can suppress the
lymphoproliferative response to ConA and NO production by splenocytes.

Keywords: Paracoccidioides brasiliensis. Paracoccidioidomycosis. Fusarium
verticillioides. Fumonisin. Mycotoxin.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 FUMONISINAS

Fusarium verticillioides (sindbnimo: F. moniliforme; teleomorfo:
Gibberella moniliformis) é o fungo prevalente associado em milho (JURGENSON et
al., 2002). Esta matéria-prima é utilizada para consumo humano e animal no mundo
(JACKSON et al., 1996), portanto exposto a fumonisina B; (FBi1) a principal
micotoxina relacionada a espécie.

Ono et al. (2000, 2001) analisaram 150 amostras de milho recém-
colhido (safras 1995 e 1996), de trés regibes do estado do Parana, por ensaio
imunoenzimético (ELISA) competitivo indireto e detectou a presenca fumonisinas em
98% das amostras em concentracdes de 0,096 a 22,6 pg/g.

Embora ndo existam limites maximos estabelecidos para
fumonisinas, o “Mycotoxin Committee of the American Association of Veterinary
Laboratory Diagnosticians” recomenda o maximo de 5, 10, 50 e 50 pg/g para racéo
de equinos, suinos, bovinos e aves, respectivamente (MUNKVOLD; DESJARDINS,
1997). Na Suica € recomendo o limite maximo de 1ug/g para derivados de milho
destinado ao consumo humano (VISCONTI; BOENKE, 1995).

As fumonisinas sdo micotoxinas produzidas principalmente por
Fusarium verticillioides e Fusarium proliferatum (TARANU et al, 2005),
contaminantes de milho e outros cereais (GELDERBLOM et al., 1988). Dentre mais
de 28 analogos de fumonisinas isoladas e caracterizadas, a FB; € a mais comum no
milho (RHEEDER et al., 2002).

A FB; é composta por um diéster de propano-1,2,3-acido
tricarboxilico (TCA) e 2-amino-12,16-dimetil-3,5,10,14,15-pentahidroxieicosano, onde
0s grupos Ci4 e Ci5 se apresentam esterificados com o grupo carboxil terminal do
acido tricarbalilico (Figura 1) (SYDENHAM et al., 1996).
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Figura 1 — Estrutura quimica da Fumonisina B;.

A FB1 é um composto altamente polar, solivel em agua e insoltuvel
em solventes apolares (SCOTT, 1993). Os grupamentos TCA e amina conferem
toxicidade a FB; e a sua remocéo pode reduzir a toxicidade num fator de 10 e 50
vezes, respectivamente (MERRIL et al., 1993).

Estudos epidemiologicos sugerem a relacdo entre a ingestdo da
micotoxina e o cancer esofagico e hepatico em humano (SYDENHAM et al., 1990;
UENO et al, 1997). A associacdo entre a FB; e patologias como
leucoencefalomalacia em equinos (MARASAS et al., 1988), edema pulmonar em
suinos (COLVIN; HARRISON, 1992) bem como efeito carcinogénico em ratos e
camundongos (GELDERBLOM et al.,, 1991; HOWARD et al., 2001) tem sido
relatados.

Embora o mecanismo de acdo da FB; ndo seja completamente
elucidado, sabe-se que a FB; tem a capacidade de afetar o metabolismo de
esfingolipideos (Esfg).

Em 1884, Johann Ludwig Wilhelm Thudichum nomeou os Esfg em
referéncia a sua natureza enigmatica e a esfinge, figura da mitologia grega. A
caracteristica estrutural de Esfg consiste de uma longa cadeia constituida de 18 a 20
atomos de carbono (esfingdide) e alguns grupos hidroxil (e.g. esfingosina) (Figura
2A). Entretanto, a acilagdo da amina com &cidos graxos resulta em compostos mais
complexos (e.g. ceramida) (Figura 2B). Se grupos polares forem adicionados a
molécula a complexidade aumenta (e.g. esfingomielina) (Figura 2C) (HANNUM,;
BELL, 1989; PRIESCHL; BAUMRUKER, 2000; SAKAI; KOEZUKA, 1998).
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Figura 2 — A) Estrutura quimica da esfingosina; B) Estrutura quimica da ceramida;
C) Estrutura quimica da esfingomielina.

Esfg sdo componentes essenciais da membrana celular de
eucariotos. Em mamiferos a ceramida, esfingosina, esfingosina-1-fosfato e
glicosilceramida sdo os Esfg mais estudados (HEUNG, et al., 2006) e exercem
importantes funcées como a regulacdo de apoptose de células T (ceramida e
esfingosina-1-fosfato) (CUVILLIER et al., 1996). Aléem disso, a esfingomielina,
ceramida, esfingosina e esfingosina-1-fosfato (via da esfingomielina) estdo

envolvidas na resposta celular a varios estimulos, como fator de necrose tumoral o

(TNF-a) e interleucina-1 B (XIA, et al., 1999).

A FB; apresenta estrutura semelhante as bases esfingbides que
estdo presentes nos esfingolipideos, e atua como inibidor competitivo da enzima
ceramida sintase (esfinganina ou esfingosina N-aciltransferase), em consequéncia
do bloqueio da enzima ocorre reducdo da sintese de esfingolipideos complexos e
acumulo de esfinganina (SORIANO et al., 2005).
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Poucos trabalhos tém analisado a influencia da FB; no sistema
imunoldgico. Em galinhas, tem sido descrito que o consumo de FB; diminui a
producdo de anticorpos, a proliferagcdo de linfécitos e a funcdo de macréfagos
(MARIJANOVIC et al., 1991; LI et al., 1999; QURESHI et al., 1995) e em roedores a
FB, diminui a resposta contra eritrécitos de carneiro (MARTINOVA; MERRILL, 1995)
com aumento da secrecdo de TNF-a por macrofagos peritoneais (DUGYALA et al.,
1998), aumentou do nivel de Imunoglobulina G (IgG) sérica e diminuicdo do
“clearence” esplénico de Listeria monocytogenes (TRYPHONAS et al., 1997).

Ensaios celulares mostraram que macréfagos peritoneais de
camundongos alimentados com FB; produzem maior quantidade de TNF-a em
resposta ao lipopolisacarideo (LPS) do que os controles (QUANREN et al., 2001).
Outro estudo envolvendo a incubacao de células J774A.1 com FB; mostrou que ela
€ capaz de afetar a estrutura e a funcdo da membrana contribuindo assim para a
patogenia da micotoxicose (FERRANTE et al., 2002).

Apesar do potencial toxico e carcinogénico da FB; muitos paises
ainda nédo estabeleceram niveis maximos tolerados de micotoxinas em alimentos e
racao (WU, 2006), assim a contaminagdo por esta toxina em individuos ou animais

imunossuprimidos, poderia agravar uma doenca ja estabelecida.

1.2 PARACOCCIDIOIDOMICOSE

Dentre as doencas infecciosas associadas a imunodepressao, a
paracoccidioidomicose (PCM) destaca-se como micose sistémica mais importante
da América Latina, sendo o Brasil um centro endémico (BLOTTA; CAMARGO,
1993). O agente etioldgico, Paracoccidioides brasiliensis (Pb), um fungo termodimorfico
(FRANCO et al., 2000). O fungo possivelmente penetra no organismo através das
vias aéreas superiores sendo desenvolvido o foco primario no pulmédo podendo a
seguir disseminar-se pelas vias linfaticas e hematogénicas (MCEWEN et al., 1987).

Duas principais formas clinicas se manifestam na PCM a aguda ou
sub-aguda (forma juvenil) e crénica (forma adulta). A primeira se caracteriza por se
desenvolver em semanas ou meses, cuja severidade conduz a altas taxas de
mortalidade e envolve o sistema reticuloendotelial. Nesses pacientes a imunidade

celular esta severamente deprimida e envolve criangas e adultos jovens. A segunda,
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cerca de 90% dos casos, afeta principalmente homens adultos e progride
lentamente, pode levar meses ou anos para se desenvolver completamente e pode
ser unifocal envolvendo apenas um 6rgao ou multifocal (BRUMMER et al., 1993).

Diferencas no padrédo de resposta imune entre os individuos contra o
Pb s&o importantes para a determinacdo da progressdo e efeitos da doenca
(OLIVEIRA et al., 2002). Estudos experimentais mostraram que a resisténcia contra
0 Pb esté associada ao padrdo Thl da resposta imune (CALICH; KASHINO, 1998).
Por outro lado, a susceptibilidade esta ligada ao padréo de resposta Th2 (CANO et
al., 1998).

Baida et al. (1999), demonstraram que pacientes com a forma aguda
da doenca tem maior nivel de IgG total que pacientes com a forma crénica
associando assim a alta carga fungica em pacientes com a forma aguda.

Macrofagos desempenham papel fundamental na resisténcia contra
o Pb, quando ativados pelo IFN-y, TNF-a. ou por LPS produzem duas classes de
reativos com atividade citotoxica, 0s intermediarios reativos de oxigénio e
intermediérios reativos de nitrogénio (RNI). Um dos mais importantes RNI, o oxido
nitrico (NO) é gerado pela oxidacdo do amino&cido L-arginina e a enzima Oxido
nitrico sintase (iNOS), responsavel pela producdo de NO e a sua ativacéo envolve a
inflamacéo e a infeccéo. Gonzalez et al. (2000) demonstraram correlacdo da inibicdo
da transformacao micelial para levedura de Pb em macréfagos peritoneais ativados
com IFN-y recombinante e a producao de NO.

O fungo apresenta uma complexa estrutura de proteinas e
glicoproteinas com massas moleculares de 13 a 148 kDa. O antigeno
imunodominante durante a infeccdo por Pb é a gp43 (SANDOVAL et al., 1996), pois
é reconhecida por 100% dos soros de pacientes (TRAVASSOS et al., 1995) e a sua
dosagem é utilizada tanto como meio de diagnéstico (MENDES-GIANNINI et al.,
1989) bem como para avaliar a severidade da doenga (DA SILVA et al., 2004).

Os preparados antigénicos de Pb mais estudados para a avaliagao
da resposta imunologica sdo preparados de antigeno livre de célula (CFA),
sobrenadante de cultivo de Pb, denominado de exoantigeno (ExoAg), bem como o
principal antigeno de Pb, a glicoproteina de 43 kDa (gp43). Utilizando estes
antigenos, no presente trabalho avaliou-se o efeito de FB; parcialmente purificada
na resposta imunolégica na PCM experimental, um modelo de doenca bem

estabelecido e com relagdo muito proxima com a patologia em humanos.
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

O trabalho analisou o efeito da FB; de Fusarium verticillioides 103F
sobre a resposta imunolégica de camundongos infectados com Pb.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

I. Determinar o nivel de anticorpos anti-CFA no soro de camundongos;
[I. Analisar a resposta imune celular por teste de hipersensibilidade tardia;
[ll. Analisar a resposta proliferativa de linfécitos do bago estimulados com
antigeno fungico e concanavalina A;
IV. Avaliar o nivel de NO produzido por macréfagos esplénicos estimulados com
LPS;

V. Determinar o nivel de gp43 soltuvel no soro de camundongos.
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3 ARTIGO: EFEITO DA FUMONISINA NA RESPOSTA IMUNE CELULAR E
HUMORAL NA PARACOCCIDIOIDOMICOSE EM CAMUNDONGOS

RESUMO

Fumonisinas sdo um grupo de micotoxinas produzidas principalmente por Fusarium
verticillioides, que podem modular a resposta imune. O objetivo desse estudo foi
avaliar o efeito da fumonisina parcialmente purificada sobre a resposta imune
humoral e celular em camundongos infectados com Paracoccidioides brasiliensis
(Pb), o agente etiolégico da paracoccidioidomicose (PCM). Camundongos BALB/c
machos foram divididos em 4 grupo de 6 animais (PBS, PBS+FB, Pb, Pb+FB). Os
grupos Pb e Pb+FB foram inoculados i.v. com 1x10° leveduras de Pb18 por animal,
0s grupos PBS e PBS+FB com PBS estéril, como controle. Depois de 28 dias 0s
grupos PBS+FB e Pb+FB foram inoculados s.c. com fumonisina parcialmente
purificada de extrato de F. verticillioides, os grupos PBS e Pb receberam PBS estéril
como controle. Depois de 7 dias os animais foram sacrificados e 0s niveis
plasméticos de IgG anti-antigeno livre de célula (CFA) e antigenemia foram
analisados por ensaio imunoenzimatico (ELISA). A resposta imune celular foi
avaliada “in vivo” por teste de DTH e “in vitro” por ensaio de linfoproliferacao
utilizando células esplénicas estimuladas com antigeno de Pb e concanavalina A
(ConA). Alem disso, a producdo de 6xido nitrico (NO) por células esplénicas foi
avaliada “in vitro”. A resposta imune humoral contra antigeno de Pb ndo mostrou
diferenca significativa entre os grupos Pb e Pb+FB, bem como os resultados de
antigenemia. O teste de DTH e proliferacdo celular a antigenos especificos também
nao mostraram diferencas entre os grupos tratados em nédo tratados com a
fumonisina. A proliferacdo celular estimulada com ConA mostrou uma inibicdo
(p<0,001) entre os grupos PBS+FB e PBS. Niveis baixos de NO foram observados
nos grupos tratados com fumonisina e/ou infectados em relagdo ao grupo controle.
Através desses resultados podemos concluir que um Unico dia de exposicdo a
fumonisina ndo afeta a resposta imune celular especifica a Pb, porém pode suprimir

a resposta imune celular inespecifica e a producdo de NO por esplendcitos.

Palavras chaves: Paracoccidioides brasiliensis. Paracoccidioidomicose. Fusarium
verticillioides. Fumonisina. Micotoxina.
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ABSTRACT

Fumonisins are a group of mycotoxins produced mainly by Fusarium verticillioides,
which can modulate the immune response. The aim of this study was to evaluate the
effect of the partially purified fumonisins on humoral and cellular immune response in
infected mice with Paracoccidioides brasiliensis (Pb), an infectious agent of
paracoccidioidomycosis (PCM). Male BALB/c mice divided into 4 groups of 6 animals
(PBS, PBS+FB, Pb and Pb+FB). Pb and Pb+FB were inoculated i.v. with 1 x 10°
yeast cells (Pb18) per animal, PBS and PBS+FB with sterile PBS as control. After 28
days PBS+FB and Pb+FB groups were inoculated s.c. with the partially purified
fumonisins from F. verticillioides extract, PBS and Pb groups with sterile PBS. After 7
days animals were sacrificed and the plasmatic levels of anti-cell free antigen (CFA)
IgG and antigenemia were analyzed by immunoenzimatic assay (ELISA). Cellular
immune response were evaluated “in vivo” using DTH assay and “in vitro” by
lymphoproliferative assay using spleen cells stimulated with Pb antigens and
concanavalin A (ConA). In addition, oxide nitric (NO) production from spleen cells
were evaluated “in vitro”. The humoral immune response against Pb antigens did not
show significant difference between Pb and Pb+FB groups, as the results from
antigenemia. DTH assay and proliferation response against specific antigen, also, did
not show difference between treated and untreated groups with the fumonisin.
Stimulated cellular proliferation with ConA shown an inhibition (p<0,001) between
PBS+FB and PBS groups. The lower NO levels were observed in infected and/or
mycotoxin treated mice than the control group. From those results we can conclude
that a single day exposure to fumonisin dose did not affect the specific immune
response against Pb, but it may suppress the unspecific cellular immune response

and the NO production by splenocytes.

Keywords: Paracoccidioides brasiliensis. paracoccidioidomycosis. Fusarium
verticillioides. Fumonisin. Mycotoxin.
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INTRODUCAO

Fumonisina B; (FB;) e seus analogos sdo metabdlitos secundarios toxicos
produzidos, principalmente por Fusarium verticillioides e F. proliferatum em milho
(Leslie et al., 1996). A ingestdo de FB; esta relacionada com varias patologias em
humanos bem como em camundongos, ratos, equinos, suinos (Sydenham et al.,
1990; Ueno et al., 1997; Marasas et al., 1988; Colvin e Harrison, 1992; Gelderblom
et al., 1991; Howard et al., 2001). A FB; também pode modular a resposta imune,
suprimindo a atividade de linfécitos T e B, a producdo de anticorpos e desregulando

as funcdes efetoras de macréfagos (Taranu et al., 2006)

Apesar do potencial toxico e carcinogénico, bem como seus efeitos
depressores sobre o sistema imunoldgico, ainda ndo existe niveis maximos
tolerados de fumonisinas em alimentos e racdo (Wu, 2006). No Brasil, um estudo
realizado por Ono et al. (2000, 2001) demonstrou que 98% das amostras, de milho
recém-colhido, analisadas continham FB;. Assim a contaminacao por esta toxina em
individuos ou animais imunossuprimidos, poderia agravar a doenca previamente
estabelecida. Dentre as doencas infecciosas associadas a imunodepressao temos a
paracoccidioidomicose (PCM) a micose sistémica mais importante da América
Latina, sendo o Brasil um centro endémico (Blotta e Camargo, 1993). O agente
etioldgico, Paracoccidioides brasiliensis (Pb), um fungo termodimérfico (Franco et
al., 2000). O fungo possivelmente penetra no organismo atraves das vias aéreas
superiores sendo desenvolvido o foco primario no pulmdo podendo a seguir

disseminar-se pelas vias linfaticas e hematogénicas (McEwen et al., 1987).

Diferencas no padrdo de resposta imune entre os individuos contra o Pb séo
importantes para a determinagao da progressao e efeitos da doenca (Oliveira et al.,
2002). Além disso, a existéncia de ampla gama de manifestacdes clinicas da PCM
pode ser devido aos fatores intrinsecos do fungo, como a sua viruléncia, do fator do
hospedeiro bem como de outros fatores provenientes do meio externo como a

micotoxina que poderia afetar a resposta imune ao fungo.

Dentre os preparados antigénicos de Pb os mais estudados para a avaliacao
da resposta imunolégica sdo preparados de “antigeno livre de célula” (CFA),
sobrenadante de cultivo de Pb, chamado exoantigeno (ExoAg), bem como o
principal antigeno de Pb, a glicoproteina de 43 kDa (gp43).
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Devido a cronicidade da doenca PCM e sua prevaléncia no Brasil, existe a
possibilidade de ocorrer a contaminacdo concomitante de fumonisina e de Pb,
principalmente por ser o milho a base de alimentacdo da comunidade mais carente e
a doenca também afetar a populacéo rural e humilde. Assim, no presente trabalho foi
analisado efeito da micotoxina de Fusarium verticillioides na resposta imunologica na
PCM experimental, um modelo de doenca bem estabelecido e com relacdo muito

préxima com a patologia em humanos.

MATERIAL E METODOS

3.4.1 Preparo do Extrato de Fumonisinas

O extrato parcialmente purificado de fumonisinas foi obtido a partir de F.
verticillioides cepa 103F, isolada de ragcbGes envolvidas em surto de intoxicac&o
animal em 1991 no Estado do Parana. A quantificacdo de FB; contida no extrato do
fungo foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) de acordo com
Shepard et al. (1990) modificado por Ueno et al. (1993). Resumidamente, o extrato
de fumonisina foi diluido em acetonitrila:agua (v/v) na concentracdo de 1:250.000 e
passado para a andlise em HPLC (Shimadzu), para quantificacdo de fumonisinas foi
utilizada uma curva de calibragdo com padrdo de fumonisinas (Acros). O extrato foi
diluido em PBS estéril de modo que houvesse 11,25 mg de FB; por Kg de peso

corporeo em 500 pL de solucéo por animal.

3.4.2 Animais

24 camundongos BALB/c machos de 6 a 8 semanas foram alocados no
Biotério do Laboratério de Imunologia do Departamento de Ciéncias Patologicas da
Universidade Estadual de Londrina. Os animais foram divididos em 4 grupos (6
animais cada grupo) 7 dias antes do inicio do experimento para o periodo de

aclimatacdo. Racao e agua autoclavados foram fornecidos ad libitum.

3.4.3 Cultivo de Paracoccidioides brasiliensis

Pb cepa 18, isolado de paciente, foi cultivada em agar Saboraund Dextrose

4% (Micromed) a uma temperatura de 35°C e repicado a cada 5 dias.
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3.4.4 Producédo de Antigeno Livre de Célula (CFA)

O CFA foi obtido de acordo com Camargo et al. (1989) com algumas
modificacdes. Amostras de P. brasiliensis foram coletadas em PBS estéril (pH 7,2)
contendo timerosal 0,02% e inibidor de serina protesase, “Phenylmethylsulfonyl
Fluoride” (PMSF; Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri, EUA) 2,5 mM e homogeinizadas
(vortex) por 10 minutos. As amostras foram deixadas em repouso por 1 hora e 30
minutos e centrifugadas a 1956,5 g por 10 minutos a 4° C. O sobrenadante foi
coletado e novamente centrifugado a 11269,44 g por 30 minutos a 4° C. Com a
coleta do sobrenadante a concentracdo de proteinas foi determinada por método de
Lowry et al. (1951). As amostras foram aliquotadas e congeladas a —20°C até o

momento de uso.

3.4.5 Inoculacéo de Pb

A inoculacdo endovenosa (i.v) de Pb foi realizada com injecédo de 100 uL de

solucéo de PBS estéril contendo 1x10° leveduras por animal.

3.4.6 Delineamento Experimental

No primeiro dia do experimento os grupos “Pb” e “Pb+FB” foram infectados
i.v. com leveduras de Pb18 (1x10° leveduras por animal) e os grupos “PBS” e
“PBS+FB” receberam PBS estéril como controle. Apds 28 dias os animais dos
grupos “PBS+FB” e “Pb+FB” receberam 5 doses do extrato de fumonisinas a cada 2
horas por inoculagédo subcutanea num total de 11,25 mg por Kg de peso corporeo de
fumonisina B; por animal e os grupos “Pb” e “Pb+FB” receberam PBS estéril como

controle.

Depois de 7 dias foi realizada a coleta do sangue total dos animais para a
obtencdo de soro, por puncdo cardiaca e posterior sacrificio por deslocamento
cervical. O figado e baco foram retirados assepticamente para analise
histopatoldgica, ensaio de proliferacdo linfocitaria e quantificacédo de NO liberado por
células do baco, respectivamente. A dose e a via de administracdo da FB; foi

baseada em um trabalho realizado por Johnson and Sharma (2001), entretanto ao
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invés de sacrificar os animais apés 24 horas apds a inoculacdo como feito pelos

autores os animais foram sacrificados ap6s 7 dias.

3.4.7 Reacdo Imunoenzimatica (ELISA) para Deteccao de Anticorpos Anti-CFA

Imunoplacas (TPP, Switzerland), foram sensibilizadas com 100 pl/orificio com
uma solucdo contendo 30 pg de antigeno livre de célula (CFA) em tampéo
carbonato-bicarbonato de sédio pH 9,0, por 1 hora a 37°C e 18 horas a 4°C. As
placas foram lavadas com tampao de lavagem (leite em p6 desnatado 0,5% com
Tween 20 em PBS 0,15M) e blogueadas com tampdo de bloqueio (leite em pé
desnatado 5% com Tween 20 em solugéo PBS 0,15M), por 1 hora em temperatura
ambiente. As placas foram novamente lavadas, sendo entdo adicionado 100
uL/orificio de amostra de soro de camundongos diluidas 1:10 em tampéao de diluicdo
(leite em p6 desnatado diluido em PBS) em duplicata e incubadas por 1 hora a 37°C.
Apo6s lavagens, foi adicionado 100 ul/orificio de conjugado peroxidase anti-IgG de
camundongo (A8924, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA), diluido em tampéao
de diluicdo a 1:4000 e em seguida a placa foi incubada por 1 hora a 37°C.ApGs nova
lavagem foi adicionado 100 ul/orificio de solucdo reveladora, contendo tampéo
citrato, “ortho-phenylenediamine” (OPD) e perdxido de hidrogénio, e a reacédo foi
interrompida apds 15 minutos, com 50 ulL de acido sulfurico 3N seguida de leitura da

placa em aparelho Multiskan Reader a 492 nm.

3.4.8 Reacdo de Hipersensibilidade Tardia (DTH)

A reacao de DTH foi realizada em todos os grupos de camundongos. Todos
os grupos foram imunizados com ExoAg de Pb na pata traseira direita e PBS estéril
na esquerda. Foi utilizado um paquimetro para medir o inchago na pata inoculada e
na pata controle. Através da altura da pata calculou-se a area da seccéo transversal
a partir da férmula A=rD?/4, onde A é a &rea do circulo, o valorde 7 é 3,14 e D é a
altura da pata. E a partir da relacdo entre a area da pata inoculada e a area da pata

controle fez-se a comparacéo entre 0s grupos.
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3.4.9 Ensaio de Linfoproliferacao

O baco foi retirado assepticamente e macerado em meio RPMI 1640 (Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, USA). A suspenséo de células foi tratada com tampéao de
lise de hemacias, lavada 3 vezes em meio RPMI 1640 e a concentracao ajustada
para 2x10° células por mL. Amostras de 100 puL da suspenséo foram incubadas com
7 uL de Concanavalina A (ConA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) ou ExoAg
(7 mg/mL) de Pb ou meio de cultura como controle a 37°C em estufa de CO,. A
adicdo de timidina tritiada foi realizada 8 horas antes de se completar o periodo
necessario do ensaio, na placa estimulada com ConA e com ExoAg apos 3 e 5 dias,
respectivamente. As células foram coletadas semi-automaticamente em filtro de fibra
de vidro (Millipore Co., USA) que foi recortado e colocado em frasco de cintilagao
contendo 2,5 mL de liquido de cintilagdo miscivel em agua e levado para contagem
em aparelho cintilador LS Analyzer Beckman. Os resultados foram expressos em
indice de proliferacéo, obtido através da média de leitura das triplicatas da resposta
linfoproliferativa estudada dividido pela média de leitura das triplicatas da resposta

linfoproliferativa na auséncia de estimulo, ambas em contagem por minuto.

3.4.10 Quantificacdo de NO

Amostras de 100 uL da suspensé@o de células esplénicas foram incubadas
com 7 uL de LPS (Sigma) (500ug/mL), durante 24 horas em estufa de CO, a 37°C.
Apoés centrifugacdo a 200,35 g por 5 minutos o sobrenadante foi coletado e
congelado a -20°C até o momento do uso. Uma aliquota de 50 uL de sobrenadante
foi incubada v/iv com reagente de Griess (sulfonanilamida 1%, naftiletiienediamina
dihidroclorido 0,1% e &cido fosférico 2%) durante 10 minutos a temperatura

ambiente seguida de leitura a 550 nm em leitor Multiskan Reader.

3.4.11 Reacgéo de ELISA para Deteccao de Gp43

Segundo Miura et al. (2001), Immunoplacas (TPP, Switzerland), foram
sensibilizadas com 100 ulL/orificio de 1gG de coelho anti-gp43, na concentracdo de
12ug/mL, diluido em tampéo carbonato-bicarbonato pH 9,0 e incubadas por 1 hora a
37°C e 18 horas a 4°C. Em seguida as placas foram lavadas com tampéo de
lavagem e blogueadas com tampéao de bloqueio, por 1 hora a temperatura ambiente.
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As placas foram novamente lavadas, e adicionado em duplicata 100 uL/orificio de
amostra de soro de camundongos, diluidas 1:10 em tampéao de diluicdo e incubadas
por 1 hora a 37°C. ApoOs 4 lavagens, foi adicionado 100 uL/orificio de anticorpo
monoclonal de camundongo anti-gp43, na concentracdo de 30ug/ml e novamente
incubados por 1 hora a 37°C. Ap6s nova lavagem, e adicdo de 100 ul/orificio de
conjugado peroxidase anti-lgG de camundongo (A8924, Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, USA), diluido em tampdo de diluicdo a 1:12000, a placa foi incubada
novamente por 1 hora a 37°C. ApoOs este passo, foi adicionado 100 ul/orificio de
solucéo reveladora, contendo tampao citrato, OPD, peréxido de hidrogénio. A reacéo
foi interrompida apos 15 minutos, com 50 ulL/orificio de &cido sulfarico 3N seguida de

leitura da placa em aparelho Multiskan Reader a 492 nm.

3.4.12 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada por meio de andlise de variancia (ANOVA) e
posterior teste de Tukey-Kramer, pelo programa GraphPad InStat version 3.05 for
Windows 95/NT  (GraphPad Software, San Diego California USA,
www.graphpad.com). Os valores sdo descritos pela média + desvio padrdo, e 0s
resultados considerados significativos quando p< 0,05.

RESULTADOS

3.5.1 Preparo do Extrato de Fumonisina

A figura 1A mostra o perfil cromatogréfico do padréo de FB; (Sigma Chemical
Co.), o tempo de retencdo da FB; foi de 6,35 minutos, tempo semelhante ao da
amostra de FB; parcialmente purificado de F.verticillioides, 6,288 minutos (Figura
1B). Através da analise da curva de calibracdo foi determinado a concentracdo de
167,05 mg/mL de FB; no extrato.

3.5.2 ELISA para Deteccéo de IgG Anti-CFA

Para a deteccdo de IgG anti-CFA no soro dos animais foi utilizada placa de
ELISA sensibilizada com CFA de Pbl8. A Figura 2 mostra maiores niveis de

anticorpos anti-CFA nos animais infectados (Pb: 0,032 +0,008; Pb+FB: 0,026
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+0,005) em relacéo aos néo infectados (PBS: 0,015 +0,005; PBS+FB: 0,014 +0,004).
Resultados significativos foram encontrados nos grupos infectados em relacdo aos
nao infectados, sendo p<0,001 entre os grupos PBS e PBS+FB em relacéo ao Pb e

p<0,05 entre os grupos PBS e PBS+FB em relagcédo ao Pb+FB.

3.5.3 Teste de DTH

A leitura do teste de DTH foi realizada 24 horas apds inoculacdo através da
relacdo das areas de seccdo transversal das patas inoculadas com ExoAg e das
patas controles. Os animais nao infectados apresentaram menor resposta
inflamatéria que os animais infectados (PBS: 1,100 +0,1672; PBS+FB: 0,9805
+0,084; Pb: 1,595 +0,1939; Pb+FB: 1,497 +0,091). Resultados significativos foram
observados entre os grupos infectados em relacdo aos nao infectados, com nivel de
significancia de p<0,001 (Figura 3).

3.5.4 Estimulacao da Proliferacdo Celular com Exoantigeno

A Figura 4 mostra que o indice de estimulacdo foi mais alto nos grupos
infectados (Pb: 2,045 +0,7126; Pb+FB: 1,553 +0,2613) que nos nao infectados (PBS:
1,107 +0,2396; PBS+FB: 0,8767 +0,1560). Resultados significativos foram
encontrados entre os grupos PBS e Pb (p<0,01), PBS+FB e Pb (p<0,001) e PBS+FB
e Pb+FB (p<0,05).

3.5.5 Estimulacéo de Proliferacdo Celular com Mitégeno ConA

A estimulacdo com ConA (Figura 5) foi mais elevada nos grupos PBS (1,957
+0,4197) e Pb (1,528 +0,2851) do que nos grupos PBS+FB (0,120 +0,088) e Pb+FB
(0,175 +0,2403). Entretanto, foram encontrados resultados significativos apenas
entre o grupo PBS em relacdo ao PBS+FB e PBS em relacdo ao Pb+FB (p<0,001

em ambos 0S casos).

3.5.6 Quantificac&o de Oxido Nitrico (NO)

A quantificacdo de NO foi realizada de modo indireto através da Reacdo de

Griess. O grupo PBS apresentou um aumento significativo em relagcdo aos demais
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grupos (p<0,001). Entretanto, ndo houve diferenca significativa entre os trés outros

grupos (Figura 6).

3.5.7 ELISA de Deteccao de Gp43

Para a deteccao de gp43 no soro dos animais foi realizada ELISA de captura
utilizando associacdo de IgG policlonal e monoclonal anti-gp43 e os resultados
expressos em D.O. a 492 nm. Os resultados expressos em média: nos grupos PBS
e PBS+FB, 0,2236 +0,0206 e 0,2940 +0,0243, respectivamente. E nos grupos Pb e
Pb+FB, 0,3652 +0,0285 e 0,3716 =*0,032, respectivamente (Figura 7). Houve
diferenca significativa entre grupos PBS versus PBS+FB (p<0,01), PBS versus Pb
(p<0,001), PBS versus Pb+FB (p<0,001), PBS+FB versus Pb (p<0,01) e PBS+FB
versus Pb+FB (p<0,01).

DISCUSSAO

No presente trabalho foi utilizado preparado CFA para a avaliacdo da
resposta imune humoral especifica e os resultados demonstraram aumento no nivel
de anticorpo nos grupos infectados, como esperado, todavia ndao houve diferenca

significativa em relacé&o ao grupo infectado e tratado com a micotoxina.

Theumer et al. (2002) testaram a linfoproliferacdo de células mononuclerares
do baco com a administracdo de FB; e estimulacdo com LPS, estimulante de
linfécitos B e ndo observaram diferencas entre as células estimuladas e as controle,
sugerindo que a FB; ndo afeta a resposta imune humoral inespecifica. Por outro
lado, Taranu et al. (2005) em estudos com porcos, demonstraram que animais
alimentados com uma dieta contendo FB; tém menor nivel de anticorpos contra
Mycoplasma agalactiae ap0s vacinacdo com o mesmo microrganismo. Assim, 0
nosso resultado nao concordante com o trabalho acima pode ser devido a utilizacdo
de FB; parcialmente purificada, além da diferenca na via de inoculacdo e

principalmente de espécie animal e do agente infeccioso.

A resposta imune humoral ndo é considerada importante na PCM, sendo de
fundamental importancia a resposta celular, com ativacéo de linfocitos Th1l (Calich et
al., 1998, Cano et al., 1998). Assim, o presente trabalho investigou a resposta celular

especifica “in vivo” por teste de DTH e “in vitro” por cultura de linfécitos.
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Através do teste de DTH nao foi observado diferenca entre os grupos
infectados e infectados e tratados com a micotoxina, bem como no teste “in vitro”
utilizando as células esplénicas estimuladas com ExoAg, sugerindo que a micotoxina

nao afeta a resposta imune celular especifica ao fungo, nas condi¢cfes de estudo.

O estudo de resposta imune celular inespecifica “in vitro” por estimulacao da
proliferacdo celular de esplendcitos pelo mitogeno ConA demonstrou inibicdo
significativa (p<0,001) no grupo tratado com a micotoxina em relagdo ao grupo
controle (PBS). Embora néo significativo, pode-se notar um menor indice de
proliferacéo entre o grupo Pb em relacdo ao PBS. O nosso resultado esta de acordo
com os dados de Theumer et al. (2002), que observaram inibicdo da proliferacdo de
células esplénicas em camundongos tratados com FB; e estimuladas com mitégeno

fitohemaglutinina (PHA).

Um outro ponto abordado neste trabalho foi a producdo de NO por
macrofagos do baco, uma vez que essas células desempenham papel crucial na
defesa contra o Pb (Gonzalez et al., 2000). A producao de citocinas Thl, como IFN-y
e TNF-a, induzem a producdo de NO, por macréfagos, que tem atividade
microbicida. Os resultados de nosso experimento demonstraram que macrofagos
esplénicos dos animais controle quando estimulados com LPS liberaram uma maior
quantidade de NO do que os macréfagos de animais infectados por Pb e/ou tratados
com a FB;, sugerindo que tanto o Pb quanto a micotoxina inibem a producdo de NO
por essas células. Em um experimento com macréfagos peritoneais, Nascimento et
al. (2002) observaram aumento da producdo de NO em macrofagos de
camundongos infectados com Pb quando estimulados “in vitro” com o Pb. A
diferenca observada no nosso resultado possivelmente se deve ao agente

estimulador, onde no lugar de Pb foi utilizado estimulador inespecifico, o LPS.

Neste trabalho foi realizada a avaliacdo do nivel de gp43 solavel, antigeno
relevante de Pb, por ELISA, sendo observado nivel sérico mais elevado no grupo
infectado em relagéo ao grupo controle, confirmando a infec¢do. A infeccdo também
foi confirmada por analise histolégica de figado (dado ndo mostrado), onde foi
observada a presenca de granulomas com leveduras de Pb nos animais infectados.
N&o foi observada diferenca significativa entre o grupo infectado e tratado com a

micotoxina do grupo infectado, sugerindo que nas condi¢cdes do experimento a
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micotoxina ndo afetou a gravidade da doenca, considerando que o nivel elevado

esta associado a gravidade da doenca (da Silva et al., 2003).

De forma surpreendente os animais néo infectados e tratados apenas com a
micotoxina demonstraram resultado positivo para gp43. Como 0s animais nao
entraram em contato com o fungo é possivel que tenha ocorrido reacdo cruzada
entre a gp43 e o extrato de fumonisinas, pois este € um material parcialmente
purificado. Nesse experimento foi administrada apenas uma Unica dose de extrato
de fumonisinas. Em muitos trabalhos com a FB; os autores a utilizam totalmente
purificada e até mesmo por um periodo mais longo de administracao. Todavia, para
a melhor compreensdo da acdo da FB; no curso da PCM experimental sdo
necessarios mais estudos utilizando FB; purificada em  diversas
concentracbes/doses e até mesmo por um periodo mais longo tanto de

administracdo da FB;, como também periodo mais abrangente de infeccéo.

Concluimos pelos resultados de avaliacdo de resposta imune celular que a
micotoxina inoculada em uma dose Unica ndo afeta a resposta imune celular

especifica ao fungo Pb, todavia pode suprimir a resposta imune celular inespecifica.

Estudos adicionais sdo necessarios para avaliar se a supressao inespecifica

pode afetar a doenca PCM.
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Figura 1. A) Perfil cromatografico de padrédo de FB; B) Perfil cromatografico da FB;

parcialmente purificada de extrato de F. verticillioides.
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Figura 2. ELISA de deteccéo de anticorpos anti-CFA. A detec¢cdo de anticorpos anti-
CFA foi feita com a sensibilizacdo da placa com CFA de Pb. Resultados
significativos mostram uma maior producéo de anticorpos nos grupos Pb em relacéo
aos grupos PBS e PBS+FB, Pb+FB em relacdo aos grupos PBS e PBS+FB, p<0,001

e p<0,05, respectivamente.
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Figura 3. Teste de DTH. O teste de hipersensibilidade tardia foi realizado com a
aplicacdo de exoantigeno de Pb na pata traseira dos animais, como controle foi
administrado PBS estéril na outra pata. Os resultados mostram um aumento
significativo na area de seccao transversal dos animais infectados em relagdo aos

nao infectados, p<0,001.
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Figura 4. Estimulacdo da proliferacdo celular com exoantigeno. Células retiradas do
baco foram estimuladas com exoantigeno de Pb. A figura mostra um aumento no
indice de proliferacdo dos animais infectados em relacdo aos nao infectados,
resultados significativos foram observados em relagdo aos grupos PBS e Pb,
PBS+FB e Pb, PBS+FB e Pb+FB (p<0,01, p<0,001 e p<0,05, respectivamente).
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Figura 5. Estimulacdo da proliferacao celular com ConA. Células esplénicas foram
cultivadas com ConA para mensurar a proliferacdo celular. Ocorreu inibicdo da
estimulacdo nos grupos tratados com FB; em relacdo ao grupo controle (PBS),
p<0,001.
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Figura 6. Quantificacdo da liberacdo de NO. Células do baco foram estimuladas com

LPS para mensurar a liberacdo de NO no meio de cultura. A figura mostra a inibi¢do

da liberacdo de NO nos grupos infectados e tratados com FB em relagdo ao controle

(PBS), p<0,001.
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Figura 7. ELISA de deteccédo de gp43. A deteccdo de gp43 no soro dos animais
realizou-se com a sensibilizacdo da placa com IgG de coelho anti-gp43, depois
adicionou-se nessa ordem o soro, anticorpo monoclonal anti-gp43 e conjugado
peroxidase. A figura mostra um aumento significativo no nivel de gp43 nos grupos
PBS+FB, Pb e Pb+FB em relacdo ao grupo controle PBS, p<0,01, p<0,001 e

p<0,001, respectivamente.
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