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Resumo 
Os fungos Curvularia brachyspora e Paecilomyces variotti são fungos ambientais que são encontrados em camas de aviários (muito comum na Região Oeste do Paraná) e que podem entrar em contato com os trabalhadores do setor avícola. O potencial infectante dos fungos miceliais se dá por meio de seus conídios, que são transmitidos por via aérea. Tais fungos são capazes de infectar indivíduos imunossuprimidos e eventualmente, indivíduos com o sistema imune normal. Não se conhece o potencial infectante dos fungos Curvularia brachyspora e Paecylomices variotti sobre as vias aéreas de indivíduos sãos ou com imunodepressão, e este trabalho buscou caracterizar o potencial infeccioso dos conídios dos mesmos em modelo animal imunocompetente e imunossuprimido. Os animais 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 dos animais e colocados em cultura, para avaliar a viabilidade dos conídios fúngicos e também realizados cortes histológicos para visualização da presença de estruturas fúngicas no tecido pulmonar. Os resultados mostraram que o fungo P. variotti se mostrou mais infectante para os animais, com os pulmões dos animais normais exibindo um grande número de estruturas fúngicas, sendo essa infecção mais alastrada no animal imunossuprimido. O fungo C. brachyspora também foi capaz de infectar ambos os tipos de animais, porém com menor incidência de estruturas nos pulmões, comparado com o fungo P. variotti. 
Introdução 
O estado do Paraná é o maior produtor de aves de corte do Brasil (Lazzari, 2004), sendo que a atividade avícola industrial tem também uma importância social, pois está inserida em propriedades rurais, a grande maioria pertencente a agricultores de base familiar. O trabalhador de aviário 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. Além dos trabalhadores deste setor produtivo estarem sujeitos a este ambiente, em que estudos (Marcondes et al, 2008) relatam a presença de fungos patogênicos ou potencialmente patogênicos pertencentes aos gêneros Penicillium, Curvularia, Paecilomyces e Aspergillus, pouco se sabe sobre a saúde do trabalhador e o seu estado imunológico. 

O pulmão é um dos órgãos mais comumente afetados 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. 

A patogênese das infecções fúngicas oportunistas é pouco conhecida, tanto em indivíduos aparentemente imunocompetentes quanto naqueles seriamente imunocomprometidos, sendo assim, necessária a caracterização da relação entre o hospedeiro e o fungo agressor.

Materiais e métodos 

Camundongos C57/BL6, de ambos os sexos, foram infectados com dois fungos miceliais, a saber: Curvularia brachyspora e Paecylomices variotti. Para cada fungo foram utilizados quatro grupos com cinco animais cada. Os animais foram divididos aleatoriamente entre os grupos, sendo os grupos: grupo I – grupo infectado e imunossuprimido, recebeu imunossupressor e o fungo; grupo II – grupo infectado e imunocompetente, recebeu solução salina e o fungo; grupo III – grupo não infectado e imunossuprimido, recebeu imunossupressor e solução salina; grupo IV – grupo controle, recebeu apenas solução salina.

Os animais foram imunossuprimidos com ciclofosfamida (20 mg/mL) na dosagem de 250 mg/kg por animal três dias antes e um dia após a infecção, para manutenção do estado imunossuprimido, conforme relato na literatura (Vallor et al, 2008). 

A imunossupressão foi acompanhada por contagem de leucócitos em câmara de Neubauer a partir da coleta de sangue da cauda do animal, antes de iniciar a imunossupressão, no dia da infecção e três dias após a segunda dose do medicamento. 

Toda a aplicação de salina (nos grupos II, III e IV) e do imunossupressor (nos grupos I e III) foi feita intraperitoneal. 

Para a infecção fúngica foi utilizado método relatado por Sheppard et al, 2006, no qual todos os animais do grupo são acondicionados em uma câmara plástica fechada e transparente na qual uma mangueira saída do nebulizador permite a entrada do vapor contendo os conídios fúngicos. Os animais permaneceram ali durante duas horas, sendo que na primeira hora receberam o inóculo via nebulização na dose aproximada de 109 conídios total. Passadas duas horas no interior do recipiente, um animal por grupo foi eutanasiado, com excesso de anestésico, para a extração do pulmão, sendo estes pulmões submetidos à cultura qualitativa em meio Ágar Dextrose Batata, além de serem realizados cortes histológicos dos mesmos. A cultura foi deixada em estufa bacteriológica a 28ºC para observar crescimento dos fungos no meio e os cortes histológicos foram corados pelas técnicas de H&E e prata-metenamina, a qual evidencia a presença de estruturas fúngicas em meio ao tecido. 

O restante dos animais de cada grupo foram eutanasiados, com excesso de anestésico, após 10 dias da infeção e os pulmões retirados e submetidos aos mesmos processos anteriormente descritos.

O resultado histológico foi analisado pelo aparecimento ou não de estruturas fúngicas nos cortes do interior do órgão, assim como foi avaliada a diferença de infiltrado celular no tecido pulmonar entre os diferentes tipos de tratamento para os animais. Todas estas avaliações foram feitas independentes para cada fungo. 

Resultados e Discussão
A Infecção pulmonar por fungos anemófilos oportunistas foi bem sucedida, tendo um aparecimento microscópico de estruturas fúngicas em meio ao tecido pulmonar em lâminas de cortes histológicos corados pela técnica de prata-metenamina. Tendo um maior número de conídios nos pulmões de camundongos imunossuprimidos, mas aparecendo também nos pulmões de camundongos imunocompetentes, porém em menor número. A viabilidade dos conídios foi detectada quando da cultura dos pulmões pós-nebulização, com estruturas fúngicas de P. variotti desenvolvendo-se com maior evidência em relação à C. brachyspora.  

O fungo P. variotti, demonstrou ter maior potencial infectante do que o fungo C. brachyspora, tendo um maior aparecimento de estruturas fúngicas no tecido pulmonar. 

Os resultados mostrando maior infectividade e viabilidade do fungo P. variotti em relação à C. brachyspora, podem ser explicados pela maior facilidade na dissolução dos conídios do primeiro em solução aquosa, espalhando-se mais durante o procedimento de nebulização e adentrando em maior número nas vias aéreas dos animais.
O resultado da imunossupressão dos animais, com a média de contagem de leucócitos de cada experimento, está demonstrado nas tabelas 01 e 02.

Tabela 01: 
	Experimento com fungo

C. brachyspora
	Leucócitos/ml      Dia 01
	Leucócitos/ml

Dia 03
	Leucócitos/ml
Dia 07

	Grupo Imunossuprimido
	    6950/ml
	     2800/ml
	    1187/ml

	Grupo Imunocompetente
	    7150/ml
	     8512/ml
	    6450/ml


Número de leucócitos no sangue de animais tratados ou não com imunossupressor e infectados com o fungo C. brachyspora

Tabela 02:
	Experimento com fungoP. variotti
	Leucócitos/ml
Dia 01
	Leucócitos/ml
Dia 03
	Leucócitos/ml
Dia 07

	Grupo Imunossuprimido
	   12500/ml 
	     3937/ml
	   1575/ml

	Grupo Imunocompetente
	   13700/ml
	    14162/ml
	  15437/ml


Número de leucócitos no sangue de animais tratados ou não com imunossupressor e infectados com o fungo P. variotti
[image: image1.png]Conclusões 

A imunossupressão com ciclofosfamida (20 mg/mL) na dosagem de 250 mg/kg por animal foi bem sucedida, tendo uma grande diminuição no número de leucócitos já na primeira contagem em câmara de Neubauer. O fungo Paecylomices variotti mostrou-se mais infectante que o fungo Curvularia brachyspora, sendo visível um maior crescimento do fungo nos pulmões submetidos à cultura em meio Ágar Dextrose Batata, e tendo um aparecimento maior de estruturas fúngicas em meio ao tecido pulmonar na histopatologia. 
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