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RESUMO

A paracoccidioidomicose é uma doenca sistémica de grande importancia a saude pu-
blica causada pelo fungo dimorfico da espécie Paracoccidiodes brasiliensis. E uma
enfermidade negligenciada, com raros trabalhos experimentais que evidenciam e
caracterizam lesbes no sistema nervoso central (SNC). Este estudo teve como
objetivo caracterizar as alteracbes macroscopicas e microscopicas do sistema
nervoso central de camundongos experimentalmente infectados com P. Brasiliensis
por via intra-traqueal. Foram utilizados 10 camundongos da linhagem Balb/C, de 6 - 7
semanas de vida, machos, ndo castrados (CEUA UFT - 23101.002945/2018-6). Os
camundongos foram infectados por laringoscopia direta, poés anestesia, seguida de
inoculacdo intratraqueal com 50 pl do inéculo na concentracédo de 1 x 10° a 5 x 106
células/ml de levedura de P. brasiliensis. Apos 21 dias de infeccdo, os camundongos
foram eutanasiados e amostras do encéfalo foram coletadas para avaliacdo
macroscopica e histopatolégica. Interessantemente, nao foram observadas alteracfes
macroscopicas nos enceéfalos avaliados, porém, durante avaliagdo microscoépica, foi
possivel observar areas multifocais de vacuolizacdo moderada da substancia branca
do cérebro, cerebelo e tronco encefalico e gliose multifocal discreta. Nao foram
observadas alteracbes inflamatérias nem macroscépicas e nem microscoépicas,
comumente observadas quando estes sao infectados intracranialmente. Esse
resultado sugere que os fungos ndo conseguiram ultrapassar a barreira
hematoencefalica, ndo havendo estimulo suficiente para recrutamento de células in-
flamatorias e formacdo dos granulomas, porém sdo capazes de incitar lesGes
degenerativas. Esses resultados podem ser esclarecedores para a patogénese e
auxiliar nas complicactes da doenca. Esse é o primeiro trabalho que avalia o SNC de
camundongos infectados pela via respiratéria com P. brasiliensis.
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I.  INTRODUCAO/JUSTIFICATIVA

As infeccdes fangicas representam um grande desafio na saude publica, no
territério latino americano, sendo responsaveis pela morte de cerca de 1,5 milhdes de
pessoas no mundo anualmente (Rodrigues, 2016). Em especial, a
paracoccidioidomicose € uma doenca sistémica de grande impacto na saude publica,
relatada em 1908 por Adolpho Lutz, com posterior isolamento do agente etioldgico em
1912, por Alfonso Splendore (Lacaz et al.,1983. Causada pelo fungo Paracoccidioides
brasiliensis, a prevaléncia da paracoccidioidomicose sistémica, na populacdo, esta
atrelada a fatores sociais, econdémicos e de géneros, onde as formas clinicas da
doenca sdo mais observadas em individuos do sexo masculino que estédo diretamente
ligados a realizagcdo de atividades rurais ou agropecuarias (Focaccia, 2015).

A infeccdo ocorre pela inalacdo dos esporos fangicos presentes em certas culturas
agricolas, que demonstram grande potencial de disseminacdo pelo organismo,
alcancando 6rgaos como os pulmdes (50-100%), a pele, as mucosas, os linfonodos,
as adrenais e o sistema nervoso. A PCM neuroldgica ocorre pela capacidade da
levedura em disseminar-se pela via linfatica e hematogénica atingindo o sistema
nervoso central. Autopsia e descricdes histopatologicas do encéfalo humano,

denotam que lesBes potencialmente originados pela neuroparacoccidioidomicose



-----
-------

— N —

oEaT A0

UNIVERSIDADE FEDERAL
------- DO NORTE DO TOCANTINS

%\@, IV JORNADA DE INICIACAO

CIENTIFICA
TF | e 1835 DFAPT RCNPg

“Desafios e possibilidades de integra¢do regional no ensino, pesquisa, extensao e inovagao”
apresentam caracteristicas necroticas, supurativas com presenca de neutrofilos na

-------

-------

-------

AUFN

regiao central e circundadas por reacao glial e por granulomas epitelioides.

N&o hé relatos da presenca e caracterizacéo de lesdes no Sistema Nervoso Central
de camundongos experimentalmente infectados com P. brasiliensis. Assim, o
desenvolvimento de um estudo que supra essa necessidade € de extrema
importancia, uma vez que, além de caracterizar macro e microscopicamente as lesfes
no Sistema Nervo Central de camundongos, pode contribuir comtratamento e
profilaxia mais eficazes da PCM.

[I. OBJETIVOS
Geral

Avaliar as alteragfes patologicas observadas no SNC de camundongos
experimentalmente
infectados com Paracoccidioides brasiliensis.

Especificos

(i) Avaliar alteragbes macroscopicas no SNC de camundongos experimentalmente
infectados com Paracoccidioides brasiliensis.

(ii) Avaliar as alteracdes microscopicas ho SNC de camundongos
experimentalmente
infectados com Paracoccidioides brasiliensis.

(i) Atribuir escore as lesées microscopicas observadas no SNC de camundongos
experimentalmente infectados com Paracoccidioides brasiliensis.

[ll. METODOLOGIA
Animais
Para a realizagao do estudo foram utilizados 10 camundongos da linhagem BALB/C,
de 6 — 7 semanas de vida, machos, ndo castradas, fornecidos pelo biotério da
Universidade Federal de Goias — UFG. Utilizando-se de 2caixas grandes para o

acondicionamento de 5 animais em cada caixa, com agua e ragao ad libidum, em
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para aclimatacdo antes do inicio do experimento. Este projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Tocantins. (CEUA —
23101.002945/2018-61).

Infeccdo experimental e tratamento

A infecc@o experimental dos camundongos foi realizada com inéculo do fungo P.
brasiliensis,de acervo proprio do Laboratoério de preparagéo histolégica. O inéculo foi
utilizado de acordo com o descrito no trabalho de Santos Jr (2019b): padronizado para
0,5 na escala de McFarland, absorbancia de 0,1 em 625 nm no espectrofotémetro,
utilizou-se uma aliquota para o teste de viabilidade com verde janus a 0,01%,
considerando o in6culo como viavel quando pelo menos 80% das células/agregados
mantiverem sem coloracdo apds 20 minutos da adicdo do corante. Para inoculacéo
do fungo foi realizada a anestesia dos animais com Cetamina 120 mg/kg + Xilazina 8
mg/kg procedendo de laringoscopia direta e inoculagéo intratraqueal com 50 pl do
inoculo (concentragdo de 1 x 106 a 5 x 106 células/ml). Os animais foram mantidos
sob=observacdo até se recuperarem da anestesia e ap0s a inoculacdo do agente
etiologico, os animais foram distribuidos aleatoriamente em 2 grupos iguais (Grupo 1
— infectado, Grupo 2 — néo infectado)

Avaliagcdo macroscopica

Apos 21 dias de infecgéo, os animais foram eutanasiados, e retirou-se os encéfalos e
realizou-se a avaliacdo macroscopica, levando em consideracdo a presenca de
alteracOes circulatorias,necroticas e inflamatérias nos orgaos.

Histopatologia

Os tecidos coletados ap06s a necropsia (telencéfalo, tdlamo, cerebelo, tronco
encefélico e medula espinhal) foram processados seguindo as etapas de rotina como
desidratacdo, diafanizacdo, embebicdo por parafina e emblocamento. Em seguida

foram feitos cortes em
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micrétomo na espessura de 4 um e corados pelo método de Hematoxilina e Eosina

(H&E) para avaliacdo histopatoldgica. Foi atribuido escore para todas as lesdes,
atribuindo-se valores de acordo com a intensidade das lesdes: 0 para auséncia de
lesGes, 1 para discreta, 2 para moderada e 3 para intensa. O escore foi obtido de
acordo com a média de trés campos microscopicos aleatérios, analisados em
aumento de 200x.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante a avaliacdo macroscopica do sistema nervoso central dos camundongos

Figura 1. Sistema Nervoso Central sem
alteragfes macroscopicas (A) e (B)grupo
controle, (C) e (D) animais infrctados.

infectados ndo foram observadas alteracdes (figura 1). Cortes histoldgicos do sistema
nervoso central foram avaliados, observando-se alteracdes degenerativas como
vacuolizagdo e gliose em cérebro e cerebelo (figura 2).
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Figura 2 — Histopatologia de cérebro de camundongo infectado apresentando gliose moderada
(seta grossa) e vacuolizagdes (setas finas) em substancia cinzenta, obj. 10x, H.E.(A) e cerebelo
de camundongo infectado apresentando vacuolizagdes em substancia branca, obj. 10x, H. E.

(B).

Este é o primeiro trabalho que avalia, 0 SNC de camundongos experimentalmente
infectados com P. brasilienses pela via respiratoria, com intuito de obtencdo de
informacdes para odesenvolvimento da PCM com o envolvimento do sistema nervoso
central em animais experimentalmente infectado. Acredita-se que a disseminacao e
colonizagcdo dos 6rgaos pela particula infectante ocorre pela via hematogenica ou
linfatica. A frente do quadro de infec¢do a resposta do organismo contra as células
leveduriformes depositadas nos tecidos, promove o encapsulamento com a formacéao
de granulomas epteliodes

Gallich et al, 1998, a producao de anticorpos, como principal via de resisténcia ao
desenvolvimento da doenca em animais suscetiveis, como BALB/C, usados no
presente estudos sdo da categoria IgM e igG. PINA 2012, evidencia que nas espécies
sucetiveis a infecdo de P brasilienses, a inoculagdo experimental acarreta uma intensa
reacdo imunoldgica, liderada, principalmente por uma evidente atividade neutrofilica
para destruicdo do patdgeno nos estagios iniciais da doenga, que tem como objetivo
a resisténcia do organismo ao desafio. Como linha de defesa ao contato com

patdgenos invasores ao organismo a imunidade adaptativa, responde com uma
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frear a disseminacéo e isolamento (Berbert, 2010).

Ao avalia, o0 SNC de camundongos experimentalmente infectados com P.
brasilienses pela via respiratoria, a partir dos achados, sugere-se que apesar da
vacuolizacdo moderada de substéancia branca e glicose multifocal discreta, que traz
consigo, fatores determinantes de lesdo neural, o fungo néo foi capaz de vencer a
barreira hematoencefalica, ndo havendo o estimulo necessario para recrutamento de
células pré-inflamatérias e formacéo de granulomas.

IV. CONCLUSAO/CONSIDERACOES FINAIS

1. Nao séo observadas alteracfes macroscopicas e microscopicas inflamatdrias no
encéfalo de camundongos Balb/c experimentalmente infectados com P. brasiliensis
por via intratraqueal.

2. Gliose e vacuolizacao sdo as principais alteracdes microscépicas observadas no
encéfalo de camundongos Balb/c experimentalmente infectados com P. brasiliensis
por via intratraqueal.
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