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APRESENTAÇÃO

Em ciências da saúde destacam-se as áreas de Farmácia e Biomedicina. 
Desta forma, torna-se imprescindível o conhecimento acerca de analise clínicas e 
biotecnologia de fármacos.

A Coletânea Nacional “A Biomedicina e Farmácia Aproximações” é um e-book 
composto por 21 artigos científicos que abordam assuntos atuais, como a análise de 
produtos naturais, biotecnologia de fármacos, processos de isolamento, purificação 
caracterização de elementos biotecnológicos de fontes naturais, avalição da utilização 
de novas tecnologias para fins farmacêuticos, avanços em análises clínicas, entre 
outros.

Mediante a importância, necessidade de atualização e de acesso a informações 
de qualidade, os artigos elencados neste e-book contribuirão efetivamente para 
disseminação do conhecimento a respeito das diversas áreas da farmácia e da 
biomedicina, proporcionando uma visão ampla sobre esta área de conhecimento. 

Desejo a todos uma excelente leitura!

Prof. MSc. Fabrício Loreni da Silva Cerutti
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CAPÍTULO 7

CARACTERIZAÇÃO DE INFECÇÃO PULMONAR 
EXPERIMENTAL POR PAECILOMYCES VARIOTII EM 

ANIMAIS NORMAIS E IMUNOCOMPROMETIDOS

Isaac Loreiro Cabral
Universidade Estadual do Oeste do Paraná – 
Centro de Ciências Médicas e Farmacêuticas

Cascavel – Paraná

Izabela Virgínia Staffen
Universidade Estadual do Oeste do Paraná – 
Centro de Ciências Médicas e Farmacêuticas

Cascavel – Paraná

José Henrique Fermino Ferreira dos Santos
Universidade Estadual do Oeste do Paraná – 

Centro de Ciências Biológicas e da Saúde
Cascavel – Paraná

Thiago Oliveira dos Santos
Universidade Estadual do Oeste do Paraná – 
Centro de Ciências Médicas e Farmacêuticas

Cascavel – Paraná

Eduardo Alexandre Loth
Universidade Estadual do Oeste do Paraná – 

Centro de Ciências Biológicas e da Saúde
Cascavel – Paraná

Rafael Andrade Menolli
Universidade Estadual do Oeste do Paraná – 
Centro de Ciências Médicas e Farmacêuticas

Cascavel – Paraná

RESUMO: O fungo Paecilomyces variotii é um 
fungo ambiental que é encontrado ubiquamente 
e podem entrar em contato constantemente com 
trabalhadores de vários setores. São poucos os 
modelos existentes para caracterizar infecções 

fúngicas aéreas e este trabalho buscou 
caracterizar o potencial infeccioso dos conídios 
do fungo em modelo animal. Camundongos 
C57BL/6 foram imunossuprimidos com 
ciclofosfamida (250 mg/kg) em duas doses, pré 
e pós-infecção. Animais imunossuprimidos e 
normais foram infectados por nebulização dos 
conídios fúngicos em uma câmara fechada, 
sendo mantidos lá por 2 horas. Após o período 
de infecção, foram retirados os pulmões de um 
animal e colocados em cultura, para avaliar 
a viabilidade dos fungos. Após dez dias da 
infecção, os demais animais foram sacrificados 
e realizados cortes histológicos dos pulmões 
para visualização da presença de estruturas 
fúngicas, além de coletado sangue dos 
mesmos para verificar presença de anticorpos. 
Os resultados mostraram que o fungo P. variotii 
se mostrou infectante para os animais, com 
os pulmões dos animais normais exibindo 
estruturas fúngicas, sendo essa infecção mais 
alastrada no animal imunossuprimido. Além 
disso, quando os soros dos animais foram 
testados contra polissacarídeos de fungos, 
foi evidenciada a produção de IgG no animal 
normal. 
PALAVRAS-CHAVE: Infecção fúngica; 
fungos anemófilos; imunossupressão; modelo 
experimental.
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1 |  INTRODUÇÃO

Existem poucos modelos experimentais para estudo de infecções fúngicas 
em indivíduos imunocompetentes ou sadios para fungos anemófilos e estabelecer 
novas maneiras para entender essa relação é importante, uma vez que uma série de 
profissões são expostas rotineiramente a estruturas dos fungos, com por exemplo, o 
trabalhador de aviário. Ele tem uma rotina de tarefas variadas em que entra em contato 
com poeiras (aerossóis) contendo agentes microbianos como bactérias e fungos. A 
existência dessa poeira em suspensão deve-se principalmente à viragem da cama do 
aviário, atividade que, dependendo da fase de crescimento dos animais, é realizada 
até diariamente. É relatado neste tipo de ambiente produtivo a presença de fungos 
patogênicos ou potencialmente patogênicos pertencentes aos gêneros Penicillium, 
Curvularia, Paecilomyces e Aspergillus (RODRIGUES MARCONDES et al., 2008).

O fungo Paecilomyces variotii é um fungo filamentoso saprofítico, hialino e 
assexuado que é encontrado no solo, ar e vegetação em decomposição ao redor 
do mundo (TAN et al., 1992), sendo conhecido por causar infecções oportunistas 
em pacientes imunocomprometidos (WALSH et al., 2004), e vários surtos foram 
documentados como causados por P. variotii (KUNSTÝR et al., 1997). O pulmão 
é o órgão mais comumente afetado e a infecção fúngica pulmonar é uma das 
principais causas de morbidade e mortalidade em pacientes imunocomprometidos 
(LOW; ROTSTEIN, 2011). A doença ocorre quando há um desequilíbrio na interação 
hospedeiro-patógeno, com os mecanismos de proteção do hospedeiro sendo vencidos 
pela virulência do patógeno.

O objetivo deste trabalho deste é apresentar um modelo experimental de infecção 
fúngica pelas vias aéreas de camundongos.

2 |  MATERIAIS E MÉTODOS

Fungo: uma cepa de P. variotii (número IOC-4185) foi obtida da Coleção de 
Culturas de Fungos Filamentosos da Fundação Oswaldo Cruz, realizado cultivo em 
Ágar Batata Dextrose (BDA) e estocada à 8°C.

Infecção e Imunossupressão dos animais: camundongos da linhagem C57BL/6 
foram utilizados para a infecção com P. variotii. Os animais foram divididos em quatro 
grupos (n=5 por grupo), sendo no primeiro grupo realizada imunossupressão e a 
infecção pelo fungo. Já o segundo grupo foi apenas infectado, enquanto o terceiro grupo 
foi apenas imunossuprimido. Um quarto grupo foi utilizado como controle, não sendo 
imunossuprimido nem exposto ao fungo. A imunossupressão foi realizada aplicando-
se ciclofosfamida (20 mg/mL) na dose de 250 mg/kg de animal, em duas doses, três 
dias antes e um dia após a infecção, para manutenção do estado imunossuprimido, 
conforme VALLOR et al., 2008. A imunossupressão foi acompanhada pela contagem 
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dos leucócitos a partir da coleta de sangue da cauda do animal, em três momentos: 
antes de iniciar a imunossupressão, no dia da infecção e três dias após a segunda 
dose do medicamento. Para a infecção fúngica foi utilizado método adaptado daquele 
relatado por SHEPPARD et al., 2004, sendo então todos os animais acondicionados 
em uma câmara plástica fechada e transparente na qual uma mangueira saída de um 
nebulizador permite a entrada do vapor contendo os conídios fúngicos (Figura 1). Os 
animais permaneceram ali durante duas horas, sendo que na primeira hora receberam 
o inóculo via nebulização na dose aproximada de 109 conídios totais. Passadas duas 
horas, um animal por grupo foi eutanasiado para a extração do pulmão, sendo estes 
submetidos à cultura em BDA, com um pulmão de cada animal sendo macerado 
e adicionado à salina estéril (1mL), com esta mistura sendo plaqueada em BDA e 
deixada em estufa bacteriológica a 28ºC por 72h. Os demais animais de cada grupo 
foram eutanasiados após 10 dias da infeção e os pulmões retirados e submetidos e 
realizados cortes histológicos dos mesmos e os cortes histológicos foram corados 
pelas técnicas de H&E e prata-metenamina (PM). Os resultados foram analisados 
qualitativamente quanto ao crescimento do fungo, presença de estruturas fúngicas e 
infiltrado celular no pulmão. Todos os procedimentos com animais foram aprovados 
pelo Comitê de Ética em Pesquisa Envolvendo Animais da Unioeste (Certificado 
número 10/16 CEUA).

Ensaio imunoenzimático: com o intuito de verificar a resposta dos animais 
para a infecção pelo fungo P. variotii, o sangue dos animais foi coletado por punção 
cardíaca ao final dos dez dias de infecção e submetido a um ensaio imunoenzimático 
(ELISA) tendo como objetivo a detecção de anticorpos antipolissacarídeo fúngico. 
O polissacarídeo utilizado como antígeno para o ensaio foi obtido conforme OSAKU 
et al., 2017, no qual o fungo foi submetido a cultivo submerso em meio de cultura 
otimizado para seu crescimento. Após 5 dias, o meio foi filtrado e ao sobrenadante 
foi adicionado etanol na proporção 3:1 para precipitação do polissacarídeo. O etanol 
foi evaporado por rotaevaporação e o líquido restante foi liofilizado. O polissacarídeo 
resultante foi identificado como β-(1>6) -Glucana. O ELISA utilizado foi um ensaio 
indireto para detecção de Imunoglobulinas G (IgG), utilizando-se de um conjugado 
anti-IgG marcado com peroxidase, sendo determinada a quantidade de anticorpo pela 
leitura colorimétrica em leitora de microplacas. A padronização do ensaio e a confecção 
de um controle positivo para o teste foram feitos em trabalho anterior (MENOLLI et al., 
2014). 
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Figura 1 – Esquema experimental da infecção dos animais com P. variotii.

Avaliação estatística: os dados das contagens de leucócitos e das leituras 
espectrofotométricas do ELISA foram analisados estatisticamente por comparação de 
médias por meio do teste de ANOVA com pós-teste de Tukey, ao nível de 95% de 
significância, sendo significativas resultados com p<0,05. 

3 |  RESULTADOS

Imunossupressão: a figura 2 mostra as contagens de leucócitos nos dias -4, 0 e 4 
pós-infecção, evidenciando o sucesso no procedimento de imunossupressão ao qual 
os animais foram submetidos utilizando-se o medicamento ciclofosfamida. Não se 
verifica diferença antes do uso do medicamento e é alcançada diferença significativa 
(p<0,05) entre os grupos imunossuprimidos e normais após 4 e 8 dias da aplicação da 
ciclofosfamida.
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Figura 2 – Número de leucócitos/mL de camundongos normais ou imunossuprimidos, 
submetidos à infecção por Paecilomyces variotii. * representa diferença significativa (p<0,05) 

entre os grupos normal e imunossuprimido.  

Infecção pelo fungo P. variotii:  o modelo empregado neste trabalho para realizar 
uma infecção pelas vias aéreas de camundongos utilizando nebulização de conídios 
fúngicos se mostrou viável, uma vez que houve crescimento (Figura 3) do fungo em 
cultura após 72h do cultivo dos pulmões dos animais que havia inalados recentemente 
a carga microbiana. O crescimento de P. variotii aconteceu nos pulmões submetidos 
ao cultivo tanto do animal imunossuprimido quanto do normal.

 Figura 3 – Cultivo em Ágar Batata Dextrose (28°C/72h) dos pulmões retirados de animais 
recém-expostos ao fungo Paecilomyces variotii durante duas horas em ambiente fechado (109 

conídios). A – Pulmão de animal imunossuprimido. B – Pulmão de animal normal.

Após dez dias do inóculo dos conídios nas vias aéreas dos animais, os mesmos 
foram sacrificados e tiveram seus pulmões retirados para produção de lâminas para 
avaliação histológica. As mesmas mostram sob a coloração de PM (Figura 4) que houve 
sucesso na infecção fúngica, com estruturas do fungo instaladas no tecido pulmonar. Um 
crescimento mais acentuado nos pulmões dos animais imunossuprimidos/infectados 
é visualizado (Fig. 4A), porém sem diferença para os animais normais/infectados (Fig. 
4B), os quais também mostram a presença de P. variotii passados os dez dias pós-

A B
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infecção. Pulmões de animais dos grupos imunossuprimido/não infectado (Fig. 4C) e 
normal/não infectado (Fig. 4D) mostram não haver estruturas fúngicas nos mesmos. 

Já a coloração por H&E evidencia um parênquima mais espesso/denso com 
alvéolos menores e um aparecimento de infiltrado celular no interstício pulmonar dos 
animais infectados (Figura 5A e B) comparado aos animais não infectados (Figura 
5C e D), com diferença significativa entre os mesmos. Já entre os animais infectados 
(imunossuprimidos ou normais), apesar de haver maior celularidade no tecido do 
animal normal, não é possível verificar diferenças entre estes grupos. 

Produção de anticorpos antipolissacarídeo de P. variotii: com os soros obtidos ao 
final dos dez dias de infecção, realizou-se um ELISA indireto tendo como antígeno um 
polissacarídeo produzido in vitro por P. variotii. Como mostra a Figura 6, os soros dos 
animais do grupo 2 (infectado/normal) reagiram mais fortemente ao antígeno do que 
os demais grupos, mostrando uma absorbância muito próxima ao controle positivo. O 
grupo 1, que também foi infectado, porém estava imunossuprimido, mostrou reatividade 
comparável ao controle negativo e aos grupos não infectados (grupos 3 e 4).

Figura 4 – Fotomicrografia (aumento 400x) de lâminas histológicas de pulmões de 
camundongos corados pela técnica de prata-metenamina: A – grupo infectado e 

imunossuprimido; B – grupo infectado e normal; C – grupo não infectado e imunossuprimido; D 
– grupo não infectado e normal. 
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Figura 5 – Fotomicrografia (aumento 400x) de lâminas histológicas de pulmões de 
camundongos corados pela técnica de H&E: A – grupo infectado e imunossuprimido; B – grupo 

infectado e normal; C – grupo não infectado e imunossuprimido; D – grupo não infectado e 
normal.

Figura 6 – Reação imunoenzimática indireta realizada com soros de camundongos contra 
antígeno polissacarídico produzido in vitro por Paecilomyces variotii. Grupo 1 – animais 

infectados e imunossuprimidos; Grupo 2 – animais infectados e normais; Grupo 3 – animais 
não infectados e imunossuprimidos; Grupo 4 – animais não infectados e normais. * representa 

diferença significativa (p<0,05) dos grupos controle positivo e 2 frente aos demais grupos.  

4 |  DISCUSSÃO

Uma baixa taxa de incidência e virulência é observada nas infecções por P. variotii, 
e isso é devido a aspectos do hospedeiro, porém em indivíduos imunocomprometidos, 
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essa infecção pode ter sérias consequências, como hialohifomicoses (HOUBRAKEN 
et al., 2010), sinusite (GUCALP et al., 1996), endocardite (HALDANE et al., 1974) 
ou pneumonia (DHARMASENA; DAVIES; CATOVSKY, 1985). Isso preocupa, uma 
vez que trabalhadores de aviários, que estejam com o sistema imune debilitado e 
entram cotidianamente em contato com conídios destes fungos, podem desenvolver 
patologias severas.

Apesar dos modelos de infecções fúngicas aéreas existentes focarem em 
patógenos oportunistas mais habituais como o Aspergillus fumigatus (SHEPPARD 
et al., 2004), é importante a aplicação destas técnicas em microrganismos menos 
conhecidos, porém capazes de causar infecções em imunocomprometidos, como é 
o P. variotii. A aplicação de conídios fúngicos nebulizados em um ambiente fechado, 
como utilizado aqui, foi capaz de fazer tais estruturas chegarem e se instalarem nos 
pulmões dos animais, como demonstrado nos resultados. Isso, porém, não garante 
que a presença do fungo seria capaz de levar a uma pneumonia ou a morte do 
camundongo, como demonstrado por A. fumigatus.  Isso é reforçado pelo encontro de 
estruturas de P. variotii em pulmões de animais de laboratório como um contaminante 
(KUNSTÝR et al., 1997), com poucos danos a eles, exceção a casos de dermatite 
ocorridos.

A imunossupressão causada pela ciclofosfamida é bastante eficaz e induz 
rapidamente um estado com baixíssimo número de leucócitos sanguíneos 
(HUNNINGHAKE; FAUCI, 1976)i.p., principalmente de neutrófilos, como demonstrado 
nos grupos nos quais foram administrados o medicamento. O uso de ciclofosfamida 
é uma das causas de infecções oportunistas pelos fungos (WALSH et al., 2004) e a 
carga fúngica parece ser bastante importante para que a presença do fungo passe a 
ser uma infecção em modelos imunossuprimidos (DIXON; POLAK; WALSH, 1989).

O modelo desenvolvido aqui se mostrou bastante prático e barato, de forma 
a investigar com facilidade a capacidade de fungos filamentosos ubíquos como é o 
caso do P. variotii, em infectar as vias aéreas de indivíduos expostos. A carga fúngica 
utilizada foi bastante próxima daquela observada na exposição humana (SHEPPARD 
et al., 2006) porém, devido à baixa virulência  do fungo aqui utilizado, nenhuma morte 
foi observada no período analisado. Este modelo também permite uma homogeneidade 
da carga fúngica nos pulmões dos animais, diferente de outros modelos, como por 
exemplo, a instilação nasal ou infecção venosa (GRAYBILL et al., 1998; KIRKPATRICK 
et al., 2000)

Alterações nos tecidos pulmonares dos animais infectados verificadas nos cortes 
histológicos corados por H&E são semelhantes aquelas observadas por KUNSTÝR et 
al., 1997 com leve edema e infiltrado perivascular. Isso difere em parte dos achados na 
aspergilose, na qual se encontra um infiltrado proeminente, porém quando analisadas 
sob a coloração específica para fungos (PM), são bastante semelhantes,  sendo 
necessário nestes casos a cultura para diferenciar infecções por ambas (SANGOI et 
al., 2009).
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O contato com fungos anemófilos pelas vias aéreas é bastante comum em 
algumas profissões como lenhadores ou trabalhadores de aviários (EDUARD; 
SANDVEN; LEVY, 1992; RODRIGUES MARCONDES et al., 2008), porém raros são 
os relatos de infecções causadas por esses fungos, uma vez que é necessária um 
estado imunossuprimido bastante acentuado do paciente para o aparecimento de 
manifestações (LEE et al., 2002). Contudo, o sistema imune dos indivíduos expostos é 
estimulado pelos conídios fúngicos, sendo possível identificar a presença de anticorpos 
(RYDJORD et al., 2007), como os encontrados neste trabalho, da classe IgG, os quais 
foram identificados somente nos animais imunocompetentes. 
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