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APRESENTACAO

Em ciéncias da saude destacam-se as areas de Farmacia e Biomedicina.
Desta forma, torna-se imprescindivel o conhecimento acerca de analise clinicas e
biotecnologia de farmacos.

A Coletanea Nacional “A Biomedicina e Farmacia Aproximagdes” € um e-book
composto por 21 artigos cientificos que abordam assuntos atuais, como a analise de
produtos naturais, biotecnologia de farmacos, processos de isolamento, purificacdo
caracterizacao de elementos biotecnoldgicos de fontes naturais, avalicdo da utilizagao
de novas tecnologias para fins farmacéuticos, avancos em analises clinicas, entre
outros.

Mediante a importancia, necessidade de atualizacéo e de acesso a informacgodes
de qualidade, os artigos elencados neste e-book contribuirdo efetivamente para
disseminagdo do conhecimento a respeito das diversas areas da farmacia e da
biomedicina, proporcionando uma visao ampla sobre esta area de conhecimento.

Desejo a todos uma excelente leitura!

Prof. MSc. Fabricio Loreni da Silva Cerutti
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CAPITULO 7

CARACTERIZACAO DE INFECCAO PULMONAR
EXPERIMENTAL POR PAECILOMYCES VARIOTII EM
ANIMAIS NORMAIS E IMUNOCOMPROMETIDOS

Isaac Loreiro Cabral
Universidade Estadual do Oeste do Parana —
Centro de Ciéncias Médicas e Farmacéuticas

Cascavel — Parana
Izabela Virginia Staffen
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RESUMO: O fungo Paecilomyces variotii € um
fungo ambiental que é encontrado ubiquamente
e podem entrar em contato constantemente com
trabalhadores de varios setores. S&o poucos 0s
modelos existentes para caracterizar infeccoes
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fungicas aéreas e este trabalho buscou
caracterizar o potencial infeccioso dos conidios
do fungo em modelo animal. Camundongos
C57BL/6

ciclofosfamida (250 mg/kg) em duas doses, pré

foram  imunossuprimidos com
e pos-infecgdo. Animais imunossuprimidos e
normais foram infectados por nebulizacdo dos
conidios fungicos em uma camara fechada,
sendo mantidos la por 2 horas. Apds o periodo
de infeccéo, foram retirados os pulmodes de um
animal e colocados em cultura, para avaliar
a viabilidade dos fungos. Apds dez dias da
infeccdo, os demais animais foram sacrificados
e realizados cortes histolégicos dos pulmbes
para visualizacdo da presenca de estruturas
fungicas, além de coletado sangue dos
mesmos para verificar presenca de anticorpos.
Os resultados mostraram que o fungo P. variotii
se mostrou infectante para os animais, com
os pulmdes dos animais normais exibindo
estruturas fungicas, sendo essa infeccdo mais
alastrada no animal imunossuprimido. Além
disso, quando os soros dos animais foram
testados contra polissacarideos de fungos,
foi evidenciada a producéo de IgG no animal
normal.

PALAVRAS-CHAVE:

fungos anemdfilos; imunossupressao; modelo

Infeccéo fungica;

experimental.
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11 INTRODUCAO

Existem poucos modelos experimentais para estudo de infec¢des fungicas
em individuos imunocompetentes ou sadios para fungos anemodfilos e estabelecer
novas maneiras para entender essa relagao € importante, uma vez que uma série de
profissbes sdo expostas rotineiramente a estruturas dos fungos, com por exemplo, 0
trabalhador de aviario. Ele tem uma rotina de tarefas variadas em que entra em contato
com poeiras (aerossois) contendo agentes microbianos como bactérias e fungos. A
existéncia dessa poeira em suspensao deve-se principalmente a viragem da cama do
aviario, atividade que, dependendo da fase de crescimento dos animais, é realizada
até diariamente. E relatado neste tipo de ambiente produtivo a presenca de fungos
patogénicos ou potencialmente patogénicos pertencentes aos géneros Penicillium,
Curvularia, Paecilomyces e Aspergillus (RODRIGUES MARCONDES et al., 2008).

O fungo Paecilomyces varioti € um fungo filamentoso saprofitico, hialino e
assexuado que € encontrado no solo, ar e vegetacdo em decomposicao ao redor
do mundo (TAN et al.,, 1992), sendo conhecido por causar infec¢des oportunistas
em pacientes imunocomprometidos (WALSH et al., 2004), e varios surtos foram
documentados como causados por P. variotii (KUNSTYR et al., 1997). O pulméo
€ o 6rgdo mais comumente afetado e a infeccdo fungica pulmonar é uma das
principais causas de morbidade e mortalidade em pacientes imunocomprometidos
(LOW; ROTSTEIN, 2011). A doenca ocorre quando hd um desequilibrio na interacéo
hospedeiro-patdogeno, com os mecanismos de protecdo do hospedeiro sendo vencidos
pela viruléncia do patégeno.

O objetivo deste trabalho deste é apresentar um modelo experimental de infeccéo
fungica pelas vias aéreas de camundongos.

2 | MATERIAIS E METODOS

Fungo: uma cepa de P. variotii (numero 10C-4185) foi obtida da Colecao de
Culturas de Fungos Filamentosos da Fundacdo Oswaldo Cruz, realizado cultivo em
Agar Batata Dextrose (BDA) e estocada a 8°C.

Infeccao e Imunossupressao dos animais: camundongos da linhagem C57BL/6
foram utilizados para a infeccao com P. variotii. Os animais foram divididos em quatro
grupos (n=5 por grupo), sendo no primeiro grupo realizada imunossupressao e a
infeccado pelo fungo. Ja o segundo grupo foi apenas infectado, enquanto o terceiro grupo
foi apenas imunossuprimido. Um quarto grupo foi utilizado como controle, ndo sendo
imunossuprimido nem exposto ao fungo. A imunossupressao foi realizada aplicando-
se ciclofosfamida (20 mg/mL) na dose de 250 mg/kg de animal, em duas doses, trés
dias antes e um dia apoés a infeccéo, para manutencéo do estado imunossuprimido,
conforme VALLOR et al., 2008. A imunossupressao foi acompanhada pela contagem
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dos leucécitos a partir da coleta de sangue da cauda do animal, em trés momentos:
antes de iniciar a imunossupressao, no dia da infeccdo e trés dias ap6s a segunda
dose do medicamento. Para a infecgcao fungica foi utilizado método adaptado daquele
relatado por SHEPPARD et al., 2004, sendo entdo todos os animais acondicionados
em uma camara plastica fechada e transparente na qual uma mangueira saida de um
nebulizador permite a entrada do vapor contendo os conidios fungicos (Figura 1). Os
animais permaneceram ali durante duas horas, sendo que na primeira hora receberam
0 inOculo via nebulizagéo na dose aproximada de 10° conidios totais. Passadas duas
horas, um animal por grupo foi eutanasiado para a extragdo do pulmao, sendo estes
submetidos a cultura em BDA, com um pulm&o de cada animal sendo macerado
e adicionado a salina estéril (1mL), com esta mistura sendo plagueada em BDA e
deixada em estufa bacteriolégica a 28°C por 72h. Os demais animais de cada grupo
foram eutanasiados apds 10 dias da infecao e os pulmdes retirados e submetidos e
realizados cortes histologicos dos mesmos e os cortes histologicos foram corados
pelas técnicas de H&E e prata-metenamina (PM). Os resultados foram analisados
qualitativamente quanto ao crescimento do fungo, presenca de estruturas fungicas e
infiltrado celular no pulméo. Todos os procedimentos com animais foram aprovados
pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Animais da Unioeste (Certificado
namero 10/16 CEUA).

Ensaio imunoenzimatico: com o intuito de verificar a resposta dos animais
para a infeccao pelo fungo P. variotii, 0 sangue dos animais foi coletado por puncéo
cardiaca ao final dos dez dias de infeccdo e submetido a um ensaio imunoenzimatico
(ELISA) tendo como objetivo a deteccéo de anticorpos antipolissacarideo fungico.
O polissacarideo utilizado como antigeno 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. Apos 5 dias, o meio foi filtrado e ao sobrenadante
foi adicionado etanol na propor¢éao 3:1 para precipitacéo do polissacarideo. O etanol
foi evaporado por rotaevaporacéo e o liquido restante foi liofilizado. O polissacarideo
resultante foi identificado como B-(1>6) -Glucana. O ELISA utilizado foi um ensaio
indireto para deteccdo de Imunoglobulinas G (lgG), utilizando-se de um conjugado
anti-lgG marcado com peroxidase, sendo determinada a quantidade de anticorpo pela
leitura colorimétrica em leitora de microplacas. A padronizacéo do ensaio e a confec¢éo
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 infeccéo dos animais com P, variotii.

Avaliacdo estatistica: os dados das contagens de leucécitos e das leituras
espectrofotométricas do ELISA foram analisados estatisticamente por comparacgao de
médias por meio do teste de ANOVA com pés-teste de Tukey, ao nivel de 95% de
significancia, sendo significativas resultados com p<0,05.

3| RESULTADOS

Imunossupressao: a figura 2 mostra as contagens de leucécitos nos dias -4, 0 e 4
pds-infeccdo, evidenciando o sucesso no procedimento de imunossupressao ao qual
0s animais foram submetidos utilizando-se o medicamento ciclofosfamida. Nao se
verifica diferenca antes do uso do medicamento e € alcangada diferenca significativa
(p<0,05) entre os grupos imunossuprimidos e normais apés 4 e 8 dias da aplicacao da
ciclofosfamida.

Biomedicina e Farmacia: Aproximacoes Capitulo 7



- Animais normais

15000-L -~ Animais imunossuprimidos
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Figura 2 — NUmero de leucocitos/mL de camundongos normais ou imunossuprimidos,
submetidos a infecgéo por Paecilomyces variotii. * representa diferenga significativa (p<0,05)
entre 0s grupos normal e imunossuprimido.

Infeccéo pelo fungo P. variotii: o modelo empregado neste trabalho para realizar
uma infeccao pelas vias aéreas de camundongos utilizando nebulizagdo de conidios
fungicos se mostrou viavel, uma vez que houve crescimento (Figura 3) do fungo em
cultura apés 72h do cultivo dos pulmdes dos animais que havia inalados recentemente
a carga microbiana. O crescimento de P. variotii aconteceu nos pulmdes submetidos
ao cultivo tanto do animal imunossuprimido quanto do normal.

Figura 3 — Cultivo em Agar Batata Dextrose (28°C/72h) dos pulmées retirados de animais
recém-expostos ao fungo Paecilomyces variotii durante duas horas em ambiente fechado (10°
conidios). A — Pulm&o de animal imunossuprimido. B — Pulm&o de animal normal.

Apés dez dias do indculo dos conidios nas vias aéreas dos animais, 0s mesmos
foram sacrificados e tiveram seus pulmoes retirados para producéo de laminas para
avaliacao histologica. As mesmas mostram sob a coloracéo de PM (Figura 4) que houve
sucesso nainfecgéo fungica, com estruturas do fungo instaladas no tecido pulmonar. Um
crescimento mais acentuado nos pulmdes dos animais imunossuprimidos/infectados
€ visualizado (Fig. 4A), porém sem diferenca para os animais normais/infectados (Fig.
4B), os quais também mostram a presenca de P. variotii passados os dez dias pés-
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infeccdo. Pulmdes de animais dos grupos imunossuprimido/nao infectado (Fig. 4C) e
normal/n&o infectado (Fig. 4D) mostram nao haver estruturas fungicas nos mesmos.

J& a coloracdo por H&E evidencia um parénquima mais espesso/denso com
alvéolos menores e um aparecimento de infiltrado celular no intersticio pulmonar dos
animais infectados (Figura 5A e B) comparado aos animais nao infectados (Figura
5C e D), com diferenca significativa entre os mesmos. Ja entre os animais infectados
(imunossuprimidos ou normais), apesar de haver maior celularidade no tecido do
animal normal, n&o é possivel verificar diferencas entre estes grupos.

Producéo de anticorpos antipolissacarideo de P. variotii: com os soros obtidos ao
final dos dez dias de infecgao, realizou-se um ELISA indireto tendo como antigeno um
polissacarideo produzido in vitro por P. variotii. Como mostra a Figura 6, 0os soros dos
animais do grupo 2 (infectado/normal) reagiram mais fortemente ao antigeno do que
os demais grupos, mostrando uma absorbancia muito préxima ao controle positivo. O
grupo 1, que também foi infectado, porém estava imunossuprimido, mostrou reatividade
comparavel ao controle negativo e aos grupos nao infectados (grupos 3 e 4).

Figura 4 — Fotomicrografia (aumento 400x) de Iaminas histol6gicas de pulmbes de
camundongos corados pela técnica de prata-metenamina: A — grupo infectado e
imunossuprimido; B — grupo infectado e normal; C — grupo néo infectado e imunossuprimido; D
— grupo nao infectado e normal.
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Figura 5 — Fotomicrografia (aumento 400x) de Iaminas histol6gicas de pulmdes de
camundongos corados pela técnica de H&E: A — grupo infectado e imunossuprimido; B — grupo
infectado e normal; C — grupo nao infectado e imunossuprimido; D — grupo néo infectado e

normal.
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Figura 6 — Reacdo imunoenzimatica indireta realizada com soros de camundongos contra
antigeno polissacaridico produzido in vitro por Paecilomyces variotii. Grupo 1 — animais
infectados e imunossuprimidos; Grupo 2 — animais infectados e normais; Grupo 3 — animais
nao infectados e imunossuprimidos; Grupo 4 — animais nao infectados e normais. * representa
diferenca significativa (p<0,05) dos grupos controle positivo e 2 frente aos demais grupos.

4 | DISCUSSAO

Uma baixa taxa de incidéncia e viruléncia € observada nas infeccdes por P. variotii,
e isso é devido a aspectos do hospedeiro, porém em individuos imunocomprometidos,
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essa infeccdo pode ter sérias consequéncias, 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 aviarios, que estejam com o sistema imune debilitado e
entram cotidianamente em contato com conidios destes fungos, podem desenvolver
patologias severas.

Apesar dos modelos de infecgbes fungicas aéreas existentes focarem em
patdbgenos oportunistas mais habituais como o Aspergillus fumigatus (SHEPPARD
et al., 2004), é importante a aplicacdo destas técnicas em microrganismos menos
conhecidos, porém capazes de causar infeccbées em imunocomprometidos, como é
o P. variotii. A aplicagéo de conidios fungicos nebulizados em um ambiente fechado,
como utilizado aqui, foi capaz de fazer tais estruturas chegarem e se instalarem nos
pulmdes dos animais, como demonstrado nos resultados. I1sso, porém, nao garante
que a presenca do fungo seria capaz de levar a uma pneumonia ou a morte do
camundongo, como demonstrado por A. fumigatus. 1sso é reforcado pelo encontro de
estruturas de P. variotiiem pulmdes de animais de laboratério como um contaminante
(KUNSTYR et al., 1997), com poucos danos a eles, excecdo a casos de dermatite
ocorridos.

A imunossupressao causada pela ciclofosfamida é bastante eficaz e induz
rapidamente um estado com baixissimo numero de leucOcitos sanguineos
(HUNNINGHAKE; FAUCI, 1976)i.p., principalmente de neutrofilos, como demonstrado
nos grupos nos quais foram administrados o medicamento. O uso de ciclofosfamida
€ uma das causas de infeccoes oportunistas pelos fungos (WALSH et al., 2004) e a
carga fungica parece ser bastante importante para que a presenca do fungo passe a
ser uma infeccdo em modelos imunossuprimidos (DIXON; POLAK; WALSH, 1989).

O modelo desenvolvido aqui se mostrou bastante pratico e barato, de forma
a investigar com facilidade a capacidade de fungos filamentosos ubiquos como é o
caso do P. variotii, em infectar as vias aéreas de individuos expostos. A carga fungica
utilizada foi bastante proxima daquela observada na exposicao humana (SHEPPARD
et al., 2006) porém, devido a baixa viruléncia do fungo aqui utilizado, nenhuma morte
foi observada no periodo analisado. Este modelo também permite uma homogeneidade
da carga fungica nos pulmdes dos animais, diferente de outros modelos, como por
exemplo, a instilacao nasal ou infeccéo venosa (GRAYBILL et al., 1998; KIRKPATRICK
et al., 2000)

Alteracdes nos tecidos pulmonares dos animais infectados verificadas nos cortes
histolégicos corados por H&E sdo semelhantes aquelas observadas por KUNSTYR 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 coloracédo especifica para fungos (PM), sdo bastante semelhantes, sendo
necessario nestes casos a cultura para diferenciar infec¢des por ambas (SANGOI et

al., 2009).
| 60
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O contato com fungos anemdfilos pelas vias aéreas & bastante comum em
algumas profissbes como lenhadores ou trabalhadores de aviarios (EDUARD;
SANDVEN; LEVY, 1992; RODRIGUES MARCONDES et al., 2008), porém raros sao
os relatos de infec¢des causadas por esses fungos, uma vez que é necessaria um
estado imunossuprimido bastante acentuado do paciente para o aparecimento de
manifestacdes (LEE et al., 2002). Contudo, o sistema imune dos individuos expostos é
estimulado pelos conidios fungicos, sendo possivel identificar a presenca de anticorpos
(RYDJORD et al., 2007), como os encontrados neste trabalho, da classe 1gG, os quais
foram identificados somente nos animais imunocompetentes.
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