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Resumo
A detecção laboratorial das micoses pulmonares é de difícil caracterização, e a implementação de exames sorológicos é fundamental para auxiliar neste diagnóstico. O isolamento e a caracterização de polímeros exopolissacarídeos (EPS) são etapas importantes para elucidar esta questão e fornecer moléculas capazes de servirem como antígenos para métodos diagnósticos de micoses. O presente trabalho visa observar a produção de anticorpos policlonais por camundongos C57/BL6 infectados por dois fungos Paecilomyces variotti e Curvularia brachyspora. Para cada fungo foram utilizados quatro grupos, sendo dois grupos imunossuprimidos e dois grupos normais, com a infecção sendo realizada em um grupo imunossuprimido e um normal, por nebulização em câmara fechada e, ao final de 10 dias, os animais foram sacrificados e tiveram seu sangue coletado para obtenção do soro hiperimune. Para verificar a formação de anticorpos durante a infecção um imunoensaio enzimático (ELISA) indireto foi realizado com os soros extraídos dos camundongos, utilizando como antígeno ligado à placa, EPS extraídos in vitro dos mesmos dois fungos utilizados na infecção e de um terceiro (Aspergillus terreus). Realizados testes homólogos e heterólogos, foi possível verificar que os animais imunocompetentes produziram uma quantidade de anticorpos significativamente maior que os suprimidos, sendo relatada também uma forte reação cruzada entre os anticorpos formados contra um fungo contra polissacarídeos de outro.
Introdução
A existência de fungos potencialmente patogênicos em meio às camas de aviários são riscos potenciais para o trabalhador desta atividade, tendo-se pouco conhecimento sobre a relação existente entre o sistema imune humano e fatores patogênicos destes fungos (Silveira & Nucci, 2001). Problemas respiratórios (alergias e pneumonias) foram documentados causados por fungos dematiáceos, principalmente os gêneros Curvularia e Bipolaris. Pacientes com sinusites que não respondem ao uso de antibióticos podem ser afetados por fungos e para diferenciar o diagnóstico, critérios foram estabelecidos para evidenciar a presença fúngica (Houser & Corey, 2000). Os polissacarídeos são moléculas importantes na patogenicidade dos fungos e têm sido caracterizados como moléculas de adesão (exopolissacarídeos) para facilitar a colonização da superfície corporal.

A detecção laboratorial das micoses pulmonares é de difícil caracterização, pois são restritos os métodos que consigam detectar eficientemente os antígenos dos fungos e/ou os anticorpos por eles gerados, existindo atualmente técnicas diretas (microbiológicas, histopatológicas e detecção de antígenos circulantes pela prova do látex ou ELISA direto) e indiretas (exames de imagem como Raios-X e técnicas sorológicas como ELISA indireto) para auxilio no diagnóstico destas doenças (Meersseman et al, 2008).

Materiais e Métodos

Para obtenção de soros hiperimunes com anticorpos policlonais, camundongos C57/BL6, de ambos os sexos foram infectados com dois fungos ambientais obtidos de camas de aviários: Paecilomyces variotti e Curvularia brachyspora. Para cada fungo foram utilizados quatro grupos com cinco animais cada, totalizando 20 animais para cada fungo. 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). 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. Após 10 dias, os animais foram anestesiados e tiveram sangue colhido por punção cardíaca.
Para verificar a formação de anticorpos contra polissacarídeos fúngicos durante a infecção, um imunoensaio enzimático (ELISA) indireto foi realizado com os soros, utilizando como antígeno ligado à placa EPS previamente extraídos in vitro dos fungos utilizados na infecção, conforme Menolli et al., 2014.

A fim de detectar reações cruzadas entre antígenos de diferentes fungos, os soros foram testados heterologamente contra outros dois antígenos polissacarídicos fúngicos, isto é, do outro fungo utilizado na infecção e do fungo Aspergillus terreus.

Todas estas avaliações foram feitas independentes para cada fungo. Todos os procedimentos utilizando animais tiveram a aprovação do Comitê de Ética Animal da Unioeste.

Resultados e Discussão
Os resultados dos ensaios imunoenzimáticos mostram resultados bem diversos entre os dois fungos utilizados no trabalho. Soros de animais infectados com C. brachyspora reagiram fortemente contra antígenos polissacarídicos homólogos, isto é, da própria C. brachyspora assim como também contra antígenos heterólogos, quando utilizados antígenos dos fungos P. variotti e A. terreus. Porém, soros de animais infectados com P variotti não foram capazes de reconhecer antígenos polissacarídicos, tanto homólogos quanto heterólogos. Apesar de ambas as infecções terem sido bem sucedidas, somente houve uma boa produção de anti-polissacarídeos com o primeiro fungo. Isso indica que o EPS produzido in vitro por C. brachyspora também está presente no processo in vivo, o que provavelmente não aconteça com P. variotti, não sendo possível para o fungo nas condições in vivo repetir a produção do in vitro. 
Foi possível detectar também no imunoensaio realizado com os soros dos animais infectados por C. brachyspora que os grupos normais produziram anticorpos anti-polissacarídeos em quantidades maiores que os grupos imunossuprimidos. Isso indica que o tipo de resposta imunológica realizada pelos animais normais difere da dos animais imunossuprimidos, adotando um perfil mais humoral no primeiro caso.
As reações cruzadas observadas demonstram que existe pouca especificidade entre os anticorpos gerados contra polissacarídeos, podendo assim interferir em reações sorológicas para detecção de infecções fúngicas pulmonares ou sistêmicas.

Conclusões

Foi possível infectar animais normais e imunossuprimidos com fungos ambientais, sendo capaz o fungo Curvularia brachyspora de estimular a geração de anticorpos contra exopolissacarídeos pelos animais normais e imunocomprometidos, reagindo estes anticorpos contra antígenos homólogos e heterólogos. O fungo P. variotti não foi capaz de gerar anticorpos contra os antígenos exopolissacarídeos utilizados no teste de ELISA.
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