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RESUMO 

O agente etiológico da paracoccidioidomicose (PCM) é o fungo termo-dimórfico 

Paracoccidioides spp. (Pb). A PCM é uma micose sistêmica de maior prevalência no Brasil. 

Acomete principalmente indivíduos do sexo masculino que podem estar ligados com o 

exercício de atividades rurais. Para compreender a interação deste fungo com o hospedeiro 

estudos utilizaram o modelo experimental murino e foi possível classificar diversas linhagens 

de camundongos infectados com Pb e os mecanismos que estão envolvidos na resposta imune 

inflamatória granulomatosa. Vale ressaltar que, a presença de granulomas caracteriza está 

micose. A expressão de citocinas e presença de anticorpos de vários isótipos nos locais de 

lesões granulomatosas ainda são pouco estudadas. Portanto, neste estudo, visou verificar a 

influência do tratamento através do estudo estereológico, pesquisa de anticorpos específicos 

dos isótipos IgM, IgG, IgG1a, IgG2a, IgG2b, citocinas IL17, KC (IL8) e GM-CSF em 

granulomas paracoccidioidomicóticos presentes nos órgãos de camundongos infectados com 

P. brasiliensis e tratados e não tratados com Itraconazol (antifúngico) e Celecoxibe (anti-

inflamatório). Para isto, foi considerado ainda que, os tratamentos disponíveis são limitados 

nos dias atuais e o estudo de novas alternativas pode auxiliar a compreensão dos mecanismos 

de defesa e os processos inflamatórios agudos ou crônicos atuantes na PCM. Sendo assim, 

foram utilizados camundongos suíços infectados com a cepa virulenta Pb18 do P. brasiliensis. 

Realizou-se a necropsia e coletados baço, omento, fígado e pulmões e realizaram-se análises 

histológicas para verificar a arquitetura, celularidade, presença de leveduras do P. brasiliensis 

nas lesões granulomatosas e o remodelamento morfológico pelo método estereológico. Além 

disso, fez a imunolocalização de IgM, IgG, IL-17 e GM-CSF por imuno-histoquímica no 

omento dos animais infectados e infectados e tratados. Os resultados demonstraram que os 

animais que receberam tratamentos combinados tiveram menores lesões histológicas e 

apresentaram melhores padrões histológicos, peso, sobrevida, hipersensibilidade, produção de 

anticorpos, citocinas e menor número de fungos viáveis. Além disso, os resultados de 

imunohistoquímica mostraram que houve uma forte marcação para a presença de IgM, IgG, 

IL-17 e GM-CSF em diferentes estágios da infecção. A partir destes resultados, pode concluir 

que o tratamento combinado apresentou resultados satisfatórios tanto na fase inicial quanto 

tardia desta doença. Sugerindo que esta combinação terapêutica reduz a resposta inflamatória 

intensa nos pacientes e poderá ser utilizada como uma possível estratégia nova de tratamento. 

 

Palavras-chave: Paracoccidioides brasiliesis; Itraconazol; Celecoxibe; Granulomas. 



 

 

 

 

 

ABSTRACT 

The etiologic agent of paracoccidioidomycosis (PCM) is the thermo-dimorphic fungus 

Paracoccidioides spp. (Pb). PCM is a systemic mycosis with the highest prevalence in Brazil. 

It mainly affects male individuals who may be linked to the exercise of rural activities. To 

understand the interaction of this fungus with the host, studies used the murine experimental 

model and it was possible to classify several strains of mice infected with Pb and the 

mechanisms that are involved in the granulomatous inflammatory immune response. It is 

worth mentioning that the presence of granulomas characterizes this ringworm. The 

expression of cytokines and the presence of antibodies of various isotypes at the sites of 

granulomatous lesions is still poorly studied. Therefore, this study aimed to verify the 

influence of treatment through the stereological study, the search for specific antibodies of the 

IgM, IgG, IgG1a, IgG2a, IgG2b, cytokines IL17, KC (IL8) and GM-CSF in 

paracoccidioidomycotic granulomas present in the organs of mice infected with P. 

brasiliensis and treated and not treated with Itraconazole (antifungal) and Celecoxib (anti-

inflammatory). For this, it was also considered that the treatments available are limited 

nowadays and the study of new alternatives can help the understanding of the defense 

mechanisms and the acute or chronic inflammatory processes acting in the PCM. Therefore, 

Swiss mice infected with the virulent strain Pb18 of P. brasiliensis were used. The necropsy 

was performed and the spleen, omentum, liver and lungs were collected and histological 

analyzes were performed to check the architecture, cellularity, presence of P. brasiliensis 

yeasts in granulomatous lesions and the morphological remodeling by the stereological 

method. The results showed that the animals that received combined treatments had smaller 

histological lesions and presented better histological patterns, weight, survival, 

hypersensitivity, production of antibodies, cytokines and fewer viable fungi. In addition, the 

results of immunohistochemistry the data show that there was a strong marking for the 

presence of IgM, IgG, IL-17 and GM-CSF in different stages of the infection. From these 

results, it can be concluded that the combined treatment showed satisfactory results both in 

the early and late stages of this disease. Suggesting that this therapeutic combination reduces 

the intense inflammatory response in patients, it could be used as a possible new treatment 

strategy. 

Keywords: Paracoccidioides brasiliesis; Itraconazole; Celecoxib; Granulomas 
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1 INTRODUÇÃO 

 

As infecções fúngicas vêm apresentando ao longo dos anos elevada incidência. 

Acometendo indivíduos saudáveis e principalmente imunossuprimidos. Em destaque, a PCM 

é uma doença fúngica prevalente no Brasil (MARTINEZ, 2015). Esta micose quando 

estabelecida possui um tratamento longo. A presença de indivíduos assintomáticos pode ser 

explicada pelo quadro clínico apresentado por pacientes com PCM, pois quando uma resposta 

imune celular é bem estabelecida acaba se tornando protetora e não há manifestação de 

sintomas. No entanto, para que ocorra o estabelecimento desta doença vários fatores devem 

ser considerados como; a virulência do fungo, quimioterapia estabelecida, resposta 

imunológica do hospedeiro e susceptibilidade (BURGER, 2010). Um dos principais aspectos 

da fisiopatologia desta doença é o desenvolvimento frequente de resposta inflamatória crônica 

granulomatosa sendo caracterizada pela presença de diferentes tipos de células e citocinas. 

A expressão de citocinas tem sido extensivamente estudada e definido o papel na 

resposta Th1 e 2. Porém, em relação as envolvidas na resposta Th17 há poucos estudos 

dedicados na sua compreensão que possa ser aplicado aos aspectos patológicos do granuloma. 

Assim como, presença de anticorpos nos locais de lesões provocadas pelo fungo. Uma vez 

que, a presença deles na via sistêmica é utilizada como diagnóstico, mas, no granuloma ainda 

não há relação com um possível fator de proteção (FORTES et al., 2011; RESTREPO et al, 

2011). A evolução do granuloma está relacionada à resposta imune do hospedeiro e aos 

componentes da parede celular do fungo expressos (FORTES et al., 2011). Considerando, que 

o tratamento antifúngico e a resposta imunológica do hospedeiro se interagem, qualquer 

mecanismo que interfira refletirá no sucesso terapêutico. Desse modo, conhecendo o modelo 

experimental e os aspectos do fungo é de suma relevância o estudo dos mecanismos de defesa 

contra este patógeno e o quanto influenciam nos processos inflamatórios agudos e crônicos. 

Além de avaliar se o tratamento estabelecido auxilia no combate deste fungo ou não. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Paracoccidioides brasiliensis e Paracoccidioidomicose (PCM) 

 

O fungo termo-dimórfico pertencente ao gênero Paracoccidioides spp. é o agente 

etiológico da paracoccidioidomicose (PCM). É uma micose sistêmica de alta prevalência na 

América Latina (WANKE; AIDÉ, 2009). No Brasil ocorrem predominantemente nas regiões 

sul, sudeste e centro-oeste, apresentando maior número de casos comparado a outros países 

latinos e pode ser considerada como a oitava causa de morte mais comum entre as doenças 

crônicas infecciosas e parasitárias (MARTINEZ, 2015). A PCM pode ser considerada como 

uma doença negligenciada em decorrência de poucas regiões não apresentarem programas de 

prevenção e notificação (SANTOS et al., 2021).  

Sabe-se que o gênero Paracoccidioides spp. é constituído por: Paracoccidioides 

brasiliensis e Paracoccidioides lutzii. A espécie P. brasiliensis compreende um complexo de 

pelo menos quatro espécies, sendo: S1 (encontrada no sudeste e centro-oeste do Brasil, além 

da Argentina), PS2 (encontrado no sudeste do Brasil e na Venezuela), PS3 (restrito à 

Colômbia) e PS4 (encontrado apenas na Venezuela) (TEIXEIRA et al., 2014). A existência de 

linhagens evolutivas geneticamente distintas em P. brasiliensis foi demonstrada, por meio de 

análise de dados da sequência de DNA. Recentemente, as espécies PS2, PS3 e PS4 foram 

reclassificadas como P. americana (PS2), P. restrepiensis (PS3), e P. venezuelensis (PS4) 

(HRYCYK et al., 2018).  

Em particular, o fungo P. brasiliensis apresenta-se na forma leveduriforme à 

temperatura de 35-37°C e na forma micelial à temperatura ambiente (GEGEMBAUER et al., 

2014). Conforme pode ser obervado na figura 1A e 1B observam-se as colônias na forma 

leveduriforme em meio de cultivo Fava Netto e na figura 1C as células leveduriformes em 

câmara de Neubawer com o corante realçando as células que estão viáveis (translúcidas) e não 

viáveis (coradas em azul). 
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Figura 1 - Forma leveduriforme de P. brasiliensis isolado Pb18. 

 

Fonte: Do autor (2022). 

Legenda: A e B - Colônias na forma leveduriforme em meio de cultivo Fava Netto. C - Células leveduriformes 

em câmara de Neubawer com o corante realçando as células que estão viáveis (translúcidas) e 

não viáveis (coradas em azul). 

 

A infecção por este fungo ocorre pela inalação de conídios e/ou fragmentos miceliais 

que estão presentes no solo (Figura 2). Esta micose sistêmica é muito frequente em 

trabalhadores rurais principalmente do sexo masculino. Estudos demonstraram que, o 

hormônio feminino estrogênio, inibe a transição da forma micelial para leveduriforme. Deste 

modo, conferi proteção ao desenvolvimento desta infecção no sexo feminino (MARTINEZ, 

2015). Duas formas distintas desta doença podem ser observadas: A forma aguda ou juvenil 

(ocorre em jovens de ambos os sexos e pode evoluir rapidamente) e a forma crônica ou adulta 

(ocorre em indivíduos do sexo masculino, caracterizando um período prolongado de latência) 

(SHANKAR et al., 2011). 
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Figura 2 - Mecanismos de invasão de Paracoccidoides spp. 

 

Fonte: Do autor (2022). 

Legenda: O patógeno entra em contato com as células epiteliais e endoteliais do trato respiratório e promove sua 

endocitose, permitindo sua sobrevivência intracelular e assim permitindo o início do processo 

infecioso. 

 

Milhões de indivíduos podem estar infectados em todo o mundo, mas apenas uma 

pequena porcentagem realmente desenvolve a doença (ARMSTRONG-JAMES et al., 2017). 

No Brasil, estima-se que varia de 10 a 30 casos por milhão de habitantes e a taxa média de 

mortalidade é de 1,4 mortes por milhão de habitantes (DE ALMEIDA et al., 2017). Na 

Colômbia, há uma incidência que varia de ano para ano, mas em média 2,4 casos por milhão 

de habitantes (GIACOMAZZI et al., 2016). 

Pacientes com PCM podem apresentar outras doenças, incluindo tuberculose, câncer, 

enteroparasitoses, infecções pulmonares, AIDS, leishmaniose, hanseníase, doença de Chagas 

e outras micoses (TELES e MARTINS 2011). A faixa etária mais afetada está entre 30 aos 50 

anos de idade. Os indivíduos afetados por esse fungo geralmente estão na fase mais produtiva 

da vida. Portanto, a doença pode levar a um impacto social e econômico revisado por 

MENDES et al., (2017). 

Os lugares exatos e as condições em que o fungo ocorre na natureza são ainda 

indeterminados. Há evidências que indicam que a forma sapróbica pode ocorrer em condições 

restritas de nutrientes no solo, produzindo propágulos infecciosos como artroconídios e 

aleuroconídios que podem causar lesões primárias na infecção pulmonar (MENDES et al., 
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2017). A associação entre P. brasiliensis e o tatu D. novemcinctus, como seu reservatório 

natural, foi observado pela primeira vez em animais obtidos em uma região da 

Amazônia/Brasil. Uma descoberta que foi confirmada por vários outros grupos de pesquisa no 

Brasil (BAGAGLI et al., 1998). 

 

2.2 Epidemiologia da PCM e em especial no Brasil 

 

No Brasil, a distribuição regional da PCM é heterogênea, sendo prevalente nos 

estados do Rio Grande do Sul, Paraná, São Paulo, Rio de Janeiro, Espírito Santo, Minas 

Gerais, Goiás, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso e Amazônia. Houve um aumento de casos 

notificados no Centro-Oeste e Norte, sugerindo ser pelo avanço das atividades agrícolas na 

Amazônia e Centro-Oeste. A prevalência da PCM doença não está estabelecida, uma vez que 

a maioria dos casos não é notificada. Estudos epidemiológicos em regiões endêmicas 

utilizando o método intradérmico (paracoccidioidina) mostra uma prevalência entre 11,0 e 

43,8% em ambos os sexos. Nos adultos, existe uma proporção de 5,4 a 10 homens para cada 

mulher, mas na população infantil, isso não ocorre. Usando o teste intradérmico 

(paracoccidioidina) na Colômbia, a prevalência de sensibilização foi de cerca de 77% da 

população em certas áreas rurais. Na Venezuela, a prevalência variou de 10,2 a 19,7%. Na 

Argentina, apresenta uma taxa de 1,6 a 10,2%. A taxa de mortalidade é cerca de 1,45: 

1.000.000 de indivíduos. A taxa de letalidade está entre 2 e 23%, chegando a 30% se 

associado à AIDS (MARQUES 2012). 

 

2.3 Imunopatologia da paracoccidioidomicose 

 

O estabelecimento da doença e disseminação fúngica depende de características 

inerentes ao fungo, sendo elas; tempo de exposição dos indivíduos as partículas fúngicas, 

número de formas infectantes inaladas e estado imunológico do hospedeiro. P. brasilienses 

sintetizam antígenos (como a proteína gp 43) que são capazes de interagir com o sistema 

imune e induzir uma resposta complexa e multifatorial (BURGER, 2010). A infecção inicial 

pode ser exudativa ou granulomatosa, caracterizada por uma resposta inflamatória neutrofílica 

(FORTES et al., 2011). A formação do granuloma se dá pela predominância de neutrófilos 

que são substituídos por macrófagos e diferenciando em células gigantes. A evolução do 

processo infecioso no granuloma tem a presença de células epitelióides formando o halo 

linfoplasmocitário e presença fúngica. Portanto, o granuloma não só constitui uma estrutura 
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fechada, mas, dinâmica e rica em células imunológicas. Assim, sendo possível visualizar 

focos de fibrose e áreas de necrose que serão substituídas por tecido fibroso cicatricial 

(CANO, 2012). A presença de tecido fibroso cicatricial nos órgãos infectados principalmente 

nos pulmões leva a ocorrer uma limitação funcional do órgão e consequentemente pode levar 

até o óbito do hospedeiro. A presença de granulomas caracteriza a PCM (FORTES et al., 

2011). 

Estudos mostram a participação das células imunes nos locais das lesões presentes no 

hospedeiro e descrevem os mecanismos desta resposta imunológica. Os mecanismos da 

imunidade inata como; sistema complemento e fagócitos combatem de forma significativa 

este fungo. A interação dos antígenos do fungo com os receptores dos fagócitos promove a 

modulação da fagocitose e ativação das células (PAGLIARI et al., 2010). Já os receptores 

semelhantes à Toll (TLR 1,2,3,4,5,6 e 7) foram descritos por possuírem uma capacidade de 

reconhecerem uma variedade de estruturas patogênicas. Os TLRs têm capacidade de interagir 

com antígenos fúngicos e ativar as células fagocitárias, promovendo uma resposta imune 

antifúngica. Estudos sugerem que as células leveduriformes de P. brasiliensis penetram nos 

macrófagos por meio dos receptores TLR2 e 4. Além disso, os receptores de lectina do tipo C 

(dectina 1 e 2) estão envolvidos nos mecanismos de defesa do hospedeiro contra infecções 

fúngicas, conduzindo a respostas inflamatórias. A dectina-1 é um receptor de reconhecimento 

de padrões predominantemente envolvido na imunidade antifúngica e expresso 

principalmente por células mielóides (DRUMMOND et al., 2011). A participação dos 

receptores TLR 2 e 4 e dectina-1 no reconhecimento e internalização de P. brasiliensis 

consequentemente ativam neutrófilos. O receptor de dectina-1 possui a capacidade de 

reconhecer β-glucanos presentes na parede celular fúngica, sendo crucial para a imunidade 

protetora contra fungos, conforme é representada na Figura 3 (FERIOTTI et al., 2015).  

As células polimorfonucleares (PNM) podem ser encontradas nos tecidos em grande 

quantidade apresentando atividade fungicida contra P. brasiliensis por meio de mecanismos 

dos metabólitos de oxigênio (H2O2 e ânion superóxido) e por estimulação das citocinas IFN-γ, 

TNF-α, GM-CSF e IL-15 (RODRIGUES et al., 2007). Os PMNs podem secretar citocinas, 

quimiocinas e fatores de crescimento contribuindo para o combate deste fungo. Desta forma, 

sendo importantes na resposta imune inata, mas, podendo interagir, com os linfócitos B e T 

dendríticas atuando na resposta adaptativa. Estudos descrevem que os PMNs quando 

estimulados com P. brasiliensis in vitro possuem a capacidade de produzir IL-8, contribuindo 

para um processo anti-apoptótico dos neutrófilos favorecendo a sobrevivência deste fungo. Já 

estudos relatam que IL-1β, IL-8 e TNF-α podem estar relacionadas com os distúrbios 
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metabólicos como; estados febris e elevação da proteína C. IL-8, IL-1β, IL-6, IL-10, IL-12 e 

TNF-α podem ser capazes de promover uma resposta inflamatória sistêmica, conforme 

representada na Figura 3 (FORTES et al., 2011).  

Subpopulações de células TCD4+ têm sido descritas como sendo capazes de atuar 

nas respostas imunes contra fungos tais como; células T helper 9, 17 e 22. As prostaglandinas 

produzidas por monócitos ativam as células Th17 secretando citocinas como IL-22; IL-23; IL-

17, TNF-α, IL-12; IL-6; IL-10 e IL-1β. Algumas citocinas imunorreguladoras atuam nesta 

resposta Th17 como; IL-10, TGF-β e IL-4 (CAVASSANI et al., 2011). As células produtoras 

de IL-17 promovem um processo inflamatório intenso mediado por neutrófilos e levando 

resistência ao processo infeccioso contra P. brasiliensis (TIND et al., 2015). A resposta 

imune humoral não é protetora, porém, importante para diagnóstico principalmente nas 

formas graves da PCM. As formas graves possuem como característica a presença de altos 

títulos de anticorpos IgG4, IgA e IgE, associado com a presença de citocinas supressoras do 

granuloma como IL-4; IL-5 e TGF-β (TIND et al., 2015) (FIGURA 3).  

A resposta imune do tipo Th1 desempenha uma função de proteção tornando o 

hospedeiro resistente ao P. brasiliensis. Esta resistência tem sido atribuída às citocinas IFN-γ, 

IL-12 e TNF-α e nos aspectos histológicos apresentam granulomas densos (CARNEIRO et 

al., 2015). O TNF-α atua sobre a função macrofágica na PCM humana, desse modo, 

contribuindo para a formação do granuloma. A resposta do tipo Th2 desempenha um papel 

contrário. No qual, o hospedeiro torna-se susceptível, com atuação das citocinas IL-4; IL-5 e 

IL-10. Neste padrão de resposta imune os aspectos histológicos apresentam granulomas mal 

organizados (FIGURA 3) (THIND et al., 2015).  

O padrão de resposta imunológica celular mediada por células TCD4+ determina a 

resistência ou susceptibilidade durante o processo infeccioso. Os padrões de resposta imunes 

regulados por células do tipo Th1, Th2, Th9 e T CD4+CD25+ (Treg) colaboram com a 

imunorregulação na PCM (THIND et al., 2015).  
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Figura 3: A resposta imune de P. brasiliensis. 

 

Fonte: Do autor (2022). 

Legenda: Os receptores TLR2, TLR4, dectina-1 e dectina-2 reconhecem antígenos de P. brasiliensis (Pb), que 

por sua vez ativa a imunidade inata, que por meio da secreção de citocinas induz o desenvolvimento 

de células Th1, Th2, Th9 e Th17 e o recrutamento de células da imunidade inata, como neutrófilos e 

macrófagos. 

 

2.4 Participação dos polimornucleares na PCM 

 

Sabe-se que durante o processo infeccioso as células fagocíticas participam da 

atividade fungicida e modulam a resposta inflamatória. As células polimorfonucleares 

(PMNs) são as primeiras células a serem recrutadas para o local da infecção revisado por 

Romani em (2011). Classicamente, foi demonstrado que a função dos neutrófilos de pacientes 

paracoccidioidomicóticos está comprometida (YARZÁBAL, 1971).  

Alguns autores elucidam o papel dos PMNs na PCM, como Brummer et al., (1986). 

Estes autores sugerem que essas células têm uma atividade fúngica contra P. brasiliensis. 

Coelho et al., (1994) descreve que o fungo é atraído direta ou indiretamente por quimiotaxia 

pelos PMNs e sendo fagocitado por essas células. As células fúngicas que escapam a essa 

ação dos PNMs são possivelmente responsáveis pela fase crônica da doença, mais adiante 

será abordado quais mecanismos estão envolvidos no processo de escape do fungo.  
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PMNs apresentam a função de modulação e efetora e pode ser iniciada a partir da 

ativação pelo reconhecimento de microrganismos por receptores de reconhecimento de 

padrões (PRRs) (KURITA et al., 2000). Os receptores Toll-like são PRRs que reconhecem o 

fungo e sinalizam uma resposta imune pró ou anti-inflamatória. Essa sinalização pode ser 

influenciada por fatores liberados por neutrófilos, como citocinas IL-12, IL-10, 

prostaglandinas (PGs), eicosanóides e leucotrienos. Estudos demonstraram que a IL-12 

durante os estágios iniciais da infecção nesta micose modula positivamente a resposta imune 

inata contra o fungo. E ainda tem a capacidade de induzir uma resposta imune específica do 

tipo Th1, que é protetora. No entanto, a IL-10 pode modular negativamente a resposta imune 

inata contra este fungo e promovendo um tipo de resposta Th2 não protetora 

(BALDERRAMAS et al., 2014). 

 

2.5 Participação de prostaglandinas no processo infeccioso 

 

Em relação às prostaglandinas, esses compostos são prostanóides, que são produtos 

da via da ciclooxigenase (COX) do metabolismo do ácido araquidônico (JAKOBSSON et al., 

1999). As COXs existem em duas isoformas: COX-1 e COX-2. A COX-1 é a enzima 

responsável pela síntese basal e constitutiva da prostaglandina, e a COX-2 é importante em 

várias respostas inflamatórias (SMITH et al., 1994). A vista de síntese das prostaglandinas em 

algumas doenças de mamíferos e sua função na resposta imune é bem conhecida, mas nas 

doenças fúngicas ainda não foram totalmente esclarecidas (BIONDO et al., 2010).  

As prostaglandinas agem nos clones Th0 induzindo a síntese de citocinas da resposta 

do tipo Th2 e consequente inibição da resposta Th1, produção de quimiocinas, proliferação de 

linfócitos e efeito inibidor da ação nos fagócitos e células dendríticas (BORDON, 2007). Essa 

inibição pode ocorrer através da produção de PGE2 que inibe autocrinamente a atividade 

fungicida exercida pelos neutrófilos, diminui a produção de TNF-α e consequentemente reduz 

os níveis de H2O2 (metabólito envolvido na destruição do fungo por monócitos humanos) 

(BORDON et al., 2012). 

 

2.6 Mecanismos de evasão do sistema imune pelo o fungo 

 

A imunidade compreende as células do sistema imunológico inato e adaptativo, 

permitindo que o hospedeiro combata infecções, e em particular doenças fúngicas sistêmicas. 

A imunidade mediada por células pode ser prejudicada em alguns indivíduos, como síndrome 

da imunodeficiência adquirida (AIDS), pacientes com câncer, diabéticos ou idosos que 
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dificulta o controle da infecção. No caso de indivíduos imunocompetentes, o controle da 

infecção pode ocorrer, uma vez, que a resposta imune adaptativa pode ser ativada 

(GAUTHIER et al., 2010). Nos estágios iniciais desse processo, geralmente macrófagos, 

células dendríticas e neutrófilos apresentam os antígenos aos linfócitos T. A resposta imune 

adaptativa sendo eficaz, envolve a geração de citocinas do tipo Th1, como TNF-α e IFN-γ. As 

quais, por sua vez, ativam macrófagos para produzir espécies reativas de oxigênio e 

nitrogênio, matando o fungo ou inibindo o crescimento (ROMANI, 2011). 

Os fungos dimórficos apresentam várias estratégias para escapar da imunidade inata 

e adaptativa. Ao entrar nos pulmões, os conídios encontram células do sistema imunológico 

inato do hospedeiro; como neutrófilos, macrófagos e monócitos (NEMECEK et al., 2006). 

Essas células têm pouco efeito no processo de combate aos conídios inalados, a menos que 

sejam ativadas por citocinas do tipo Th1. Nas células que não são ativadas, os conídios de P. 

brasiliensis se convertem em leveduras e podem usar essas células para se espalhar por todo o 

organismo (BRUMMER et al,, 1993). 

Quando ocorre a conversão de conídios em leveduras há expressão de genes 

específicos na fase leveduriforme, com alterações na composição da parede celular e 

permitindo que o fungo escape do sistema imunológico (GAUTHIER et al., 2010). As 

proteínas e carboidratos mudam durante a transição de fase contribuindo para a virulência e o 

desenvolvimento de mecanismos de evasão. O α-(1,3)-glucano aumenta, enquanto o β-(1,3)-

glucano diminui, essa alteração na parede celular da levedura está correlacionada com a 

patogenicidade de fungos dimórficos como Histoplasma spp., Blastomyces spp. e 

Paracoccidioides spp. (RAPPLEYE et al., 2006). Sabe-se que o α-(1,3)-glucano pode 

desempenhar um papel na virulência de H. capsulatum, B. dermatitidis e P. brasiliensis. 

Portanto, servir como alvo no desenvolvimento de novos medicamentos (GAUTHIER et al., 

2010). O α-(1,3)-glucano está presente na camada mais externa da parede celular de P. 

brasiliensis e pode estar protegendo o β-(1,3)-glucano dos receptores de reconhecimento de 

padrões (PRR) encontrados nas células do sistema imunológico inato, permitindo que o fungo 

se espalhe pelo hospedeiro (SAN-BLAS et al., 1977). 

Estudos descrevem que os macrófagos têm um ambiente com baixa concentração de 

glicose, portanto Paracoccidioides spp. desenvolveu mecanismos de sobrevivência sob 

privação de nutrientes nessas células, após, serem fagocitados (CAMACHO e NIÑO-VEGA, 

2017). Com base nesse princípio, Lima et al., 2014, usando abordagens de transcriptômica e 

proteômica mostrou que as células de levedura de P. lutzii sob estresse, devido à falta de 

carbono aumentaram a abundância de transportadores específicos, como cobre, hexoses e 
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monossacarídeos. Indicando que os processos de captação de carboidratos, aminoácidos e 

metais são necessários para a sobrevivência. Eles também mostraram a capacidade de 

responder ao estresse oxidativo na ausência de carbono, revelando que houve um aumento nas 

proteínas associadas ao metabolismo e uma redução naquelas relacionadas aos processos 

celulares centrais, como a biossíntese de ácidos graxos. Estudos de Almeida et al., (2009) 

também demonstraram que P. brasiliensis tem a capacidade de escapar do sistema 

imunológico através da regulação da morfogênese, sendo possível através da Rho GTPase 

fúngica. A Rho GTPase fúngica está envolvida no controle do crescimento desse fungo e na 

inibição das células de serem fagocitados por macrófagos, sendo considerado um mecanismo 

de escape para esse microrganismo. 

O fungo é capaz de se espalhar pelo trato respiratório e, consequentemente, avançar o 

processo infeccioso, Paracoccidioides spp. é obrigado a se adaptar aos tecidos do hospedeiro 

para garantir sua persistência e induzir sua própria fagocitose por células endoteliais e 

epiteliais (CAMACHO e NIÑO-VEGA, 2017). As adesinas nesse processo têm papel 

fundamental no estabelecimento da infecção, pois, permitem a interação com as células do 

hospedeiro e promovem a colonização e disseminação desse fungo (LOPES et al., 1994). A 

glicoproteína de superfície de 43 kDa (gp 43) demonstrou a capacidade de adesão à laminina 

e fibronectina em estudos, sendo descrita como a primeira adesina responsável pela 

patogênese desse fungo. Estudos descrevem que a gp43 inibe a fagocitose e a morte 

intracelular do fungo (POPI et al., 2002). Outra adesina responsável por permitir a invasão e 

modular a resposta imune inata é a fosfolipase B (PLB), pois, está envolvida na interação 

inicial fungo-macrófago. Os mecanismos de sobrevivência intracelular e disseminação de 

Paracoccidioides spp. ocorre a partir da modulação da morte celular programada de 

macrófagos e células epiteliais (SOARES et al., 2010). Isso é possível através da expressão da 

caspase-2, caspase-3 e caspase-8, fortemente influenciada pelas adesinas de 30 kDa, 14-3-3 

kDa e gp43 (VERICIMO et al., 2006). 

Estudos realizados em fungos dimórficos como Aspergillus spp., Lacazia spp., 

Histoplasma spp, Sporothrix spp. e em particular em Paracoccidioides spp. descreveram a 

presença de corpos asteróides na parede celular dos fungos. Os corpos de asteróides foram 

descritos como camadas concêntricas e espigões formados ao redor de uma levedura central, 

na qual, após, um processo de cristalização por precipitação de sais de cálcio resulta em uma 

estrutura visível ao redor da célula de levedura. Foi descrito que esses corpos de asteróides 

protegem a célula leveduriforme da ação de anticorpos como IgGs e IgMs (DA ROSA et al., 
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2008), sugerindo que essa estrutura possa atuar como uma forma de resistência e permitir a 

sobrevivência do microrganismo no hospedeiro (HERNÁNDEZ-CHÁVEZ et al., 2017). 

Quando o processo de invasão tecidual no organismo do hospedeiro ocorre por 

Paracoccidioides spp., é necessário que esse fungo se adapte e evite a ação do sistema 

imunológico e um ambiente rico em moléculas de estresse oxidativo. P. brasiliensis tem sido 

descrito como tendo pigmentos de melanina e sendo considerado um fator de virulência neste 

fungo (DA ROSA et al., 2008). A melanina está presente nas células de levedura de P. 

brasiliensis, podendo inibir parcialmente a fagocitose e reduzir os efeitos fungicidas e 

fungistáticos dos macrófagos. Estudos in vitro também mostraram que as células melanizadas 

são menos suscetíveis ao óxido nítrico e ao peróxido de hidrogênio gerado (GOMEZ et al., 

2001). Assim, pode-se concluir que a melanina promove a virulência fúngica, inibe a 

fagocitose e neutraliza os radicais oxidativos gerados pelas células efetoras do hospedeiro 

(CAMACHO e NIÑO-VEGA, 2017). 

Outro mecanismo de escape usado por P. brasiliensis é a presença de vesículas 

extracelulares. Sabe-se, que as vesículas extracelulares fúngicas são semelhantes aos 

exossomos de mamíferos e têm o papel de adquirir nutrientes, participar da defesa celular e 

modular a resposta imune (RODRIGUES et al., 2011). No gênero Paracoccidioides spp. 

estudos caracterizaram as vesículas extracelulares e mostraram que elas carregam 

componentes antigênicos desse fungo (VALLEJO et al., 2011). Da Silva et al., (2016), 

descreveram que as vesículas afetam a interação do fungo com as células do hospedeiro e 

modulam a resposta imune. Outra forma de adaptação e evasão do sistema imunológico do 

hospedeiro por microrganismos foi descrita por Csermely et al., 1998 onde a molécula 

HSP90, desempenha um papel importante na regulação da sinalização celular. Estudos de 

Tamayo et al., 2013 descobriram que P. brasiliensis possui HSP90 e essa molécula permite 

que o fungo possua mecanismos de adaptação em ambientes hostis, como em locais com pH 

ácido, e também promove a sobrevivência do fungo quando há interações com as células 

hospedeiras. 

Quando ocorre a fagocitose de P. brasiliensis por macrófagos, ocorre uma explosão 

oxidativa, caracterizada pelo aumento da captação de oxigênio e produção de EROs. Esse 

mecanismo oxidativo visa matar o patógeno. Outra molécula que também tem essa função é o 

óxido nítrico produzido pelos macrófagos, que é fungicida para Paracoccidioides spp. 

(GONZALEZ et al., 2000). Diante de todos esses mecanismos oxidativos para conter a 

disseminação de Paracoccidioides spp., esse fungo desenvolveu mecanismos de escape para 

tolerar esse ambiente dentro dessas células. Paracoccidioides spp. ativa enzimas antioxidantes 
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e induz uma alteração metabólica, a fim de fugir dos mecanismos oxidativos realizados pelos 

macrófagos (ARRUDA et al., 2013). Estudos também mostraram que Paracoccidioides spp. 

tem a capacidade de reduzir os níveis de óxido nítrico a partir da secreção de gp43 e estimular 

a liberação de IL-10, reduzindo a expressão de iNOS e sua atividade enzimática (POPI et al., 

2002).  

Uma alternativa do organismo do hospedeiro para conter o avanço do processo 

infeccioso é restringir o acesso a micronutrientes como ferro e zinco (PARENTE et al., 2011). 

No entanto, estudos de revisão descreveram que as células de levedura de Paracoccidioides 

spp. quando fagocitados por macrófagos, têm a capacidade de ativar vias de captação de ferro 

e zinco altamente eficientes, a fim de persistir nas condições microambientais das células 

fagocíticas, tornando-o um mecanismo de escape eficiente (CAMACHO e NIÑO-VEGA, 

2017). 

A formação do biofilme fúngico é um fator importante para a persistência do 

processo infeccioso e foi descrita principalmente em Candida albicans, pois é caracterizada 

por uma densa rede de células de leveduras que expressam genes que codificam adesinas e 

enzimas hidrolíticas (aspartil proteinase) (RAMAGE et al., 2012). Estudos demonstraram que 

P. brasiliensis pode colonizar superfícies e formar biofilmes na fase de levedura, isso é 

possível graças à presença de adesina gp43, GAPDH e proteinase aspartial (PbSap) (SARDI 

et al., 2015). Essa estratégia deste fungo permite impedir a ação dos antifúngicos e inibir a 

ação das células fagocíticas. A formação de biofilmes por P. brasiliensis também foi 

demonstrada em estudos para induzir a produção de IL-18 (DIAS-MELICIO et al,, 2015). 

Outra estratégia para evadir do sistema imunológico por P. brasiliensis é a capacidade de 

alterar o perfil das células T. Como a diferenciação e a maturação dessas células ocorrem no 

timo em estudos realizados com um modelo murino, eles descobriram que na 

paracoccidioidomicose aguda, a infecção por esse fungo promove atrofia do timo e aumenta a 

expressão de mediadores da inflamação (BRITO et al., 2003). Nesta situação, sugere-se que 

esse fungo promova a imunossupressão no hospedeiro, favorecendo sua disseminação por 

todo o organismo (DI GANGI et al., 2016). 

 

2.7 Modelo experimental da Paracoccidioidomicose 

 

O uso de modelos animais em pesquisa auxilia compreender a interação patógeno-

hospedeiro, a patogênese, tratamento e os aspectos imunológicos. Considera-se importante o 

tipo de animal, idade, sexo e vias de inoculação. Os primeiros modelos experimentais de 
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estudo da PCM foram em cobaias, hamsters e coelho, porém, só desenvolviam a doença um 

tempo depois da infecção (DE OLIVEIRA et al., 2015). O modelo de estudo mais empregado 

é o murino. Os camundongos foram classificados em linhagens como; muito resistente 

(A/Sn), resistente (C3h/He), intermediário (C3H/HeB, C57B1/10, CBA, BALB/c) e 

susceptível (B10.A, B10D2/oSn e B10D2/nSn) (CALICH, 1985; DE OLIVEIRA et al.,, 

2015). Estudos descrevem que independente da via de inoculação a produção de anticorpos 

totais por animais susceptíveis é mais precoce e de elevados títulos quando comparados com 

linhagens resistentes. Diante disso, acredita-se que o modelo murino da PCM é instrumento 

de auxílio na elucidação dos mecanismos imunológicos que envolvem esta micose sistêmica 

(NISHIKAKU et al., 2009).  

O envolvimento do omento/epiploon é frequente no modelo intraperitoneal na PCM. 

Este órgão é alvo na recuperação de células fúngicas viáveis. Esta recuperação foi observada 

em estudos para determinar a gravidade da doença (SINGER-VERMES et al., 1993; 

XIDIEH et al., 1999). A expressão “in situ” de citocinas em granulomas na PCM tem sido 

pouco estudada. Uma vez que, se faz importante em decorrência da interação do P. 

brasiliensis com o sistema imune ocorrer nestes locais. Estudos feitos por Burger et al., 

(2013) compararam a morfologia dos granulomas com a presença de citocinas como IFN-γ, 

TNF-α e TGF-β demostrando que camundongos resistentes desenvolvem uma resposta do 

tipo Th1. Desta forma, tendo o envolvimento de IFN-γ e TNF-α. Em contrapartida, 

camundongos susceptíveis respondem com uma resposta Th2 e com envolvimento de TGF-β. 

Estudos de metaloproteinas (MMP) 2 e 9 em PCM experimental também foi realizados por 

Nishikaku et al., (2009) e demonstro que MMP-2 possui fraca atividade, do contrário a 

MMP-9 possui alta atividade sugerindo influência sobre o granuloma e a disseminação 

fúngica. 

Estudos descrevem que a resposta humoral embora não seja tão determinante, mas é 

importante para montagem de proteção imunológica (SAN-BLAS e BURGER, 2011). 

Bussia-Filho et al., (2008), demonstra os efeitos de anticorpos monoclonais contra P. 

brasiliensis utilizando modelos “in vivo” e “in vitro”. No qual, verificaram que estes 

anticorpos reduziu a carga fúngica bem como diminuição da inflamação pulmonar. No 

entanto, estudos demonstrando a presença de anticorpos e IL-17 e GM-CSF em granulomas 

ainda é pouco estudado. Assim como, pouco se sabe sobre o real papel no envolvimento do 

processo inflamatório desta doença. 
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2.8 Tratamento utilizado na paracoccidioidomicose 

 

O tratamento aplicado na PCM consiste em fármacos com mecanismos de ação 

antifúngico em especial contra P. brasiliensis. A escolha do fármaco a ser administrado 

depende de algumas circunstâncias como: gravidade do estado clínico, resistência ao fármaco, 

capacidade de absorção gastrointestinal, associação com coinfecções ou outras comorbidades 

como o câncer, adesão ao tratamento e reações de hipersensibilidade aos compostos presentes 

nos medicamentos. O tratamento pode ocorrer, por meio da administração de fármacos como 

Anfotericina B (AmB) pertencente a classe dos polienos; sulfadiazinas (antifúngicos 

derivados de Sulfamídicos) ou Cetoconazol, Fluconazol, Posaconazol, Voriconazol e 

Itraconazol (derivados dos azólicos) e terbinafina (AMBRÓSIO et al., 2014). 

As sulfas foram os primeiros medicamentos empregados no tratamento desta micose 

e continua sendo utilizado até em dias atuais; incluindo nas formas graves que acometem 

crianças. O tratamento nas formas graves infantil empregado é a combinação de 

Sulfametoxazol e Trimetropim (AMBRÓSIO et al., 2014). A Anfotericina B é outra opção 

terapêutica utilizada em formas graves da doença tanto em adultos, crianças e adolescentes. 

Este fármaco tem efeitos colaterais como nefrotoxicidade e deve ser utilizado com cautela 

(SALDANHA et al., 2016). A descoberta dos derivados de imidazol e triazol revolucionou o 

tratamento desta doença. Estes fármacos apresentam formulações orais, com atividade 

excelente contra P. brasiliensis e possuem poucos efeitos colaterais. Alguns países 

apresentam Fluconazol, Voriconazol e Itraconazol na forma intravenosa. Para esta micose, em 

formas moderadas o tratamento de escolha é o Itraconazol por via oral com administração de 

6 a 9 meses. Já, em formas menos graves o tratamento perdura por 12 a 18 meses. As 

sulfadiazinas são distribuídas gratuitamente pelo Sistema Único de Saúde (AMBRÓSIO et 

al., 2014). 

Os anti-inflamatórios têm sido empregados como terapia adjuvante há muito tempo 

no tratamento de doenças infecciosas. A utilização se deve a necessidade de diminuir a 

resposta inflamatória do hospedeiro. Em pacientes com hanseníase esta conduta terapêutica é 

utilizada, pois, se desenvolvem estados reacionais que devem ser tratados imediatamente com 

fármacos como prednisona. Portanto, evitando danos permanentes provocadas pelo processo 

inflamatório exacerbado (BENARD et al., 2012). Nas micoses sistêmicas como a PCM 

raramente é recomendada a utilização de fármacos anti-inflamatórios no tratamento. No 

entanto, estudos mostraram que a utilização destes fármacos concomitantes aos antifúngicos 

mostrou ser efetivo no controle da resposta inflamatória e consequentemente no dano 
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provocado e não levando a perda de função daquele órgão afetado. Esta combinação 

terapêutica mostrou em estudos ser utilizada principalmente nas formas neurológicas 

(PEREIRA et al., 2013). 

Abordando os aspectos imunopatológicos na PCM, estudos descrevem que os 

neutrófilos produzem prostaglandinas E2 e leucotrienos. COX-1 e 2 geram prostaglandinas 

que exercem várias funções. Em destaque, a PGE2 que possui efeito imunossupressor e inibi a 

ativação de linfócitos, reduz a síntese de citocinas Th1 e aumenta a síntese de citocinas Th2. 

Na PCM favorece a permanência do fungo. A inibição de COX-2 por fármacos como 

Celecoxibe é muito usado no tratamento de distúrbios inflamatórios. Este fármaco atua 

inibindo COX-2, reduzindo dor e inflamação (NAGANO et al., 2017). Estudos demonstraram 

que em infecções por Histoplasma capsulatum o tratamento com Celecoxibe reduziu 

significativamente a carga fúngica e aumentou à produção de óxido nítrico e IFN-γ e também 

o índice fagocitário e ativação de macrófagos (PEREIRA et al., 2013). Portanto, se faz 

necessário estudar a utilização combinada deste fármaco na PCM, sugerindo, que a inibição 

de COX-2 poderia ser uma terapêutica adjuvante no tratamento. 

 

2.9 Itraconazol 

 

O Itraconazol possui características químicas de bis-triazólico. Esta característica 

resulta da substituição do anel imidazólico por triazólico que favorece o amplo espectro de 

ação e seletividade pelo citocromo P450 das células fúngicas. O mecanismo de ação desta 

droga se baseia na capacidade de inibir a síntese de ergosterol, componente vital na membrana 

do fungo. O bloqueio da síntese do ergosterol aumenta a permeabilidade da membrana 

celular. O que desencadeia alterações na morfologia resultando em necrose celular. O 

Itraconazol é altamente lipofílico, possui baixa solubilidade em soluções aquosas e por via 

oral é de rápida absorção (CAZEDEY et al., 2007). 

 

2.10 Celecoxibe 
 

Os anti-inflamatórios não esteróides (AINEs) estão entre os medicamentos mais 

amplamente prescritos em todo o mundo. Indicado para artrite, dores de cabeça e condições 

como lesões de tecidos moles e fraturas (ALTMAN et al., 1995). Os AINEs são inibidores 

seletivos da COX e inibem as isoformas da COX-1 e COX-2. Os inibidores da COX-2 têm 

efeitos analgésicos e anti-inflamatórios equivalentes e têm poucos efeitos adversos no sistema 
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gastrointestinal e nos rins (BROOKS, 1998). O meloxicam e os dois primeiros coxibs 

(Celecoxibe e Rofecoxibe) são agentes anti-COX-2 (MCANULTY et al., 2007).  

Em particular, o Celecoxibe é usado para tratar uma série de distúrbios associados à 

dor e inflamação (WARDEN et al., 2005). Estudos relataram a eficácia do Celecoxibe 

combinado com drogas antineoplásicas no tratamento de alguns tipos de câncer, como mama 

(ESBONA et al., 2016) e fígado (CERVELLO et al., 2013) e até como agente 

quimiopreventivo em populações com adenomas colorretais pré-malignos (BERTAGNOLLI 

et al., 2006). Estudos realizados descreveram que o Celecoxibe foi capaz de inibir a 

replicação do vírus Zika in vitro e in vivo (CHAN et al., 2018). Além disso, estudos 

realizaram a combinação de Celecoxibe com Ciprofloxacina e mostraram que foi capaz de 

inibir o crescimento de Staphylococcus aureus (DEY et al., 2017). 

 

2.11 Uso de associação medicamentosa no tratamento de doenças fúngicas 

  

Em uma situação ideal, os agentes antifúngicos têm a função de destruir 

seletivamente fungos e causar efeitos colaterais mínimos ao hospedeiro. As principais classes 

de medicamentos antifúngicos usados no tratamento humano são os triazóis representados por 

Cetoconazol, Fluconazol, Voriconazol, Isavuconazol, Itraconazol, polienos como 

Anfotericina B, equinocandinas (Caspofungina, Micafungina e Anidulafungina) 

(SEYEDMOUSAVI et al., 2017). 

O aumento no número de casos de infecções fúngicas é preocupante, pois há poucas 

classes de medicamentos antifúngicos que estão disponíveis para o tratamento. Além disso, 

vale ressaltar à dificuldade no desenvolvimento de novos agentes antifúngicos. A ocorrência 

de mecanismos de mutações intrínsecas ou extrínsecas, o tratamento prolongado com 

presença de reações adversas e consequentemente o abandono de tratamento e o aumento do 

número de indivíduos imunodeprimidos, têm sido preconizados a busca de novas alternativas 

terapêuticas e re-definições de protocolos e tratamentos (FREITAS et al., 2006).  

A célula fúngica apresenta algumas semelhanças com os eucariotos de mamíferos. 

Sendo assim, tornando um desafio para o desenvolvimento de novos protocolos terapêuticos. 

No entanto, a interação entre hospedeiro e célula fúngica, consequentemente, levou à 

exploração de novas abordagens imunoterapêuticas (SALAZAR et al., 2018). A associação 

medicamentosa como nova estratégia no tratamento de micoses pode ser utilizada. Compostos 

como; frações protéicas, microrganismos mortos, imunoterapia celular, lipídios, vitaminas, 

derivados sintéticos ou naturais, podem ser usados como novas estratégias de tratamento. 
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Estes compostos podem apresentar boas perspectivas na modulação da resposta imune. A fim, 

de restaurar a imunodeficiência em humanos e animais. Estudos têm sido realizados como 

proposta o uso de combinação de medicamentos (FREITAS et al., 2006). 

No início, protocolos terapêuticos focados no uso de citocinas, como o fator 

estimulador de colônia (GM-CSF e G-CSF), foi utilizado com sucesso para aumentar o 

número de células mieloides e, consequentemente, ativar PMNs. O IFN-γ também foi 

utilizado como terapia adjuvante, pois possui a capacidade de ativar células fagocíticas e 

restaurar defeitos na resposta Th1; esse tratamento foi eficiente em pacientes com doença 

granulomatosa crônica por meningite criptocóccica (SALAZAR et al., 2018).  

Combinações de fármacos também têm sido utilizadas para potencializar a ação 

terapêutica. A combinação de Itraconazol e Flucitosina no tratamento da cromoblastomicose 

mostrou-se eficaz mesmo em formas graves e subcutâneas. Neste estudo, foi observando um 

efeito aditivo contra o fungo. Justamente porque apresentou inibição da síntese de ergosterol e 

supressão da síntese de DNA (ANTONELLO et al., 2011). Outra alternativa terapêutica tem 

sido estudada é o uso de fármacos anti-inflamatórios, como o Meloxicam, no tratamento da 

PCM. No qual, notou a redução do número de granulomas em um modelo murino 

(MICHELIN et al., 2002). O Celecoxibe foi utilizado no tratamento da histoplasmose. Os 

resultados mostraram aumento das células T CD4 + e reduziu a produção de citocinas 

inflamatórias e quimiocinas, concomitantemente com a preservação do parênquima pulmonar 

(PEREIRA et al., 2013). Um antagonista da IL-4 foi utilizado em combinação com o agente 

antifúngico Anfotericina B e Fluconazol no tratamento de C. albicans. Os resultados 

mostraram que houve um efeito sinérgico com o antifúngico utilizado; sugerindo que a 

inibição da IL-4 permite a expansão de linfócitos T CD4 + e a presença de IL-12 (CENCI et 

al., 1997). 

O uso da vitamina D também tem sido objeto de pesquisa devido à capacidade de 

estimular a imunidade inata, além, de apresentar benefícios endócrinos. Recentemente, foi 

demonstrado que o calcitrol é capaz de regular a resposta imune pelas células Th1 e Th17. 

Outra atividade apresentada pela vitamina D é modular positivamente a resposta imune em 

infecções bacterianas. A vitamina D foi utilizada em associação com a Anfotericina B no 

tratamento da aspergilose e observou que era capaz de diminuir a toxicidade do medicamento, 

melhorando o quadro de infecção (SIRIVORANANKUL et al., 2014). 

Na imunoterapia, também foram observados que anticorpos monoclonais contra C. 

neoformans, foram benéficos no tratamento. Os resultados mostraram que induz a 

opsonização e dificulta o crescimento e metabolismo fúngico. Em pacientes com AIDS e 
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meningite por criptococose, tratados com anticorpo monoclonal, a imunoterapia mostrou que 

teve a capacidade de reduzir os títulos séricos de antígeno fúngico (SALAZAR et al., 2018). 

Outra alternativa para a criptococose contra a cepa Cryptococcus gattii foi o uso do pCramoll 

em combinação com o Itraconazol. Das sementes de Cratylia mollis, uma espécie nativa do 

Brasil o pCramoll foi purificado e caracterizado como isolectinas. No estudo observaram 

efeitos satisfatórios no uso com terapêutica combinada. Os resultados demonstraram que 

houve uma diminuição na carga de fungos no pulmão e no cérebro, juntamente com o efeito 

modulador de citocinas de IFN-γ, IL-6, IL-10 e IL-17 em camundongos tratados (JANDÚ et 

al., 2017). 

A imunoterapia celular também apresentou resultados satisfatórios principalmente, 

em pacientes transplantados. Efeitos satisfatórios foram mostrados no tratamento de Epstein-

Barr e citomegalovírus. Com base nesses resultados, foi levantada a hipótese do uso em 

doenças fúngicas, justamente por envolver a reconstituição da imunidade antifúngica, pela 

transferência de células T específicas. Experimentos realizados em camundongos infectados 

com Aspergillus fumigatus demonstraram maior resistência à infecção, induzindo maior 

produção de células de memória (GONZALEZ et al., 2017). 

As vacinas antifúngicas também se tornaram uma estratégia de tratamento para 

doenças fúngicas. Vacinas baseadas em moléculas de gluc-glucana, uma classe de antígenos 

extracelulares de carboidratos (expressas em células fúngicas), têm sido usadas em estudos 

experimentais em camundongos. No qual, o uso das vacinas provocou a produção de 

anticorpos do tipo IgG e é eficaz no tratamento contra a infecção por C. albicans. Em outro 

estudo usando o tratamento combinado com Fluconazol em camundongos com criptococose, 

demonstrou um efeito modulador e pode ser usado como uma alternativa terapêutica (LIAOA 

et al., 2016). 

 

2.12 Tratamento imunomodulador e combinação de fármacos na paracoccidioidomicose 

 

No desenvolvimento do tratamento terapêutico ou profilático em doenças fúngicas, 

duas características são apresentadas; a capacidade de reduzir a carga de fungos e reduzir os 

efeitos colaterais.  

Na PCM, alguns estudos foram realizados com o objetivo de reduzir o tempo de 

tratamento e consequentemente reduzir os danos causados pela resposta imune induzida pelo 

fungo. Os agentes antifúngicos rotineiramente utilizados no tratamento da PCM possuem 

protocolos com duração de 2 a 6 meses. A duração do tratamento deve-se às médias de 
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frequência de recidiva da doença (RUAS et al., 2012). Portanto, é necessária a busca de novas 

alternativas terapêuticas para imunomodular a resposta imune e reduzir este tempo de 

tratamento. 

Um estudo realizado com os medicamentos Sulfametoxazol/Trimetropim combinado 

com o composto derivado da planta Allium sativum (tem sido descrita como atividade 

antifúngica) apresentaram resultados satisfatórios no tratamento da PCM em modelo animal. 

Os animais tratados com a combinação de drogas desenvolveram uma resposta imune Th1 

produzindo altos níveis de IFN-γ e IL-12 e baixos níveis de IL-10 (THOMAZ et al., 2008). 

Alguns efeitos adversos podem ser observados quando o Itraconazol é usado no 

tratamento da PCM, como a presença de fibrose tecidual em pacientes com a forma crônica da 

doença. Um estudo sobre o uso combinado deste antifúngico com anticorpo monoclonal 

específico (mAb-anti-Ly6G) durante a fase crônica da doença reduziu o número de fungos, a 

resposta inflamatória e a redução dos focos de fibrose. Os resultados sugerem um controle de 

infecção e redução de IL-1β, IL-6, IL-17, IL-10, TNF-α, TGF-β1, TGF-β3, GATA-3, RORc, 

Ahr, MMP-1α. Esses resultados foram explicados pelo fato que a combinação de drogas 

regula negativamente os genes inflamatórios e pró-inflamatórios (ARIAS et al., 2018).  

Outro estudo associando o Itraconazol à Pentoxifilina (medicamento com 

propriedades imunomoduladoras e antifibróticas) mostrou que os ratos tratados tiveram uma 

redução mais rápida do processo inflamatório granulomatoso e focos de fibrose pulmonar. 

Esses resultados foram satisfatórios quando comparados à Itraconazol em monoterapia 

(NARANJO et al., 2011). 

A estimulação por citocinas da resposta Th1 geralmente aumenta a eficácia dos 

agentes antifúngicos. No entanto, quando a imunidade do tipo Th2 não é desejada, esse tipo 

de resposta é prejudicial ao paciente, favorecendo o estabelecimento do processo infeccioso. 

Assim, a eficácia do tratamento depende da resposta imune do hospedeiro e da estratégia 

usada no tratamento. A imunização com o peptídeo 10, observou que apresentou produção de 

IL-12 e IFN-γ e redução de IL-4 e IL-10. Sugerindo proteção, mesmo usando a imunização 

com p10 sem associação à quimioterapia, resultados efetivos foram observados na PCM 

(TRAVASSOS et al., 2012). 

A Rifampicina e a Anfotericina B também foram usadas em combinação no 

tratamento da PCM. Os resultados demonstraram um potente efeito antifúngico em menor 

tempo de tratamento e casos reduzidos de recidiva da doença, após, o término da 

administração dos fármacos. Estes resultados sugerem que foi possível melhorar a resposta 

imune de indivíduos que receberam o tratamento combinado (WANKE et al., 1984). 
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Usando um estimulante adjuvante β-glucano em combinação com Itraconazol em 

pacientes confirmados por PCM, eles observaram que esse protocolo reduzia o tempo de 

tratamento. A explicação da eficácia do tratamento combinado é que o β-glucano induz uma 

modulação positiva da resposta imune. No entanto, os mecanismos como realmente 

acontecem ainda não estão bem estabelecidos. Portanto, sugere-se que induz monócitos 

humanos a produzir TNF-α e IL1β. A regressão das lesões observadas pode estar associada a 

uma melhora na resposta imune celular (GARCIA et al., 2015). 

O uso da laserterapia de baixa intensidade (LLLT) tem sido utilizado como 

alternativa no tratamento de doenças fúngicas, principalmente na PCM. (MESTER E 

JASZSAGI-NAG, 1973). Seus efeitos têm ação anti-inflamatória aumentando a cicatrização 

de feridas; podendo atuar em processos intracelulares, onde a luz pode ser absorvida por 

componentes da cadeia respiratória mitocondrial, o que pode resultar em aumento da 

produção de EROs (KITCHEN, 2003). Estudos demonstraram que o LLLT é eficaz como 

anti-inflamatório e é utilizado no tratamento da PCM, nos quais camundongos infectados com 

P. brasiliensis e irradiados tiveram uma redução do edema da pata e também apresentaram 

uma cicatrização mais rápida. Camundongos infectados por P. brasiliensis foram capazes de 

causar um aumento na capacidade fungicida e também permitiram o recrutamento de PMNs 

mais ativos, capazes de combater a doença (BURGER et al., 2015). 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral  

 

Investigar a influência do tratamento antifúngico, pesquisa de anticorpos e citocinas em 

granulomas dos órgãos de camundongos infectados com P. brasiliensis e tratados e não 

tratados com Itraconazol e/ou Celecoxibe na fase inicial e tardia (15 e 120 dias) da infecção. 

 

3.2 Objetivos específicos  

Os objetivos são:  

a) estudo in vitro para avaliar a atividade dos fármacos combinados sobre o isolado Pb 

18;  

b) a taxa de sobrevida, ganho de peso e teste cutâneo com a paracoccidioidina dos 

camundongos; 

c) a morfologia histológica das lesões; 

d)  a presença de P. brasiliensis viáveis para determinar o grau de disseminação fúngica; 

e) a presença de óxido nítrico nos macerados de órgãos de camundongos infectados 

tratados e não tratados; 

f) a presença de proteínas totais nos macerados de órgãos de camundongos infectados 

tratados e não tratados; 

g) a concentração da citocina IL-12 no macerado de órgãos de camundongos infectados 

tratados e não tratados;  

h) a imunolocalização e concentração da citocina IL-17 nos granulomas e macerado de 

órgãos de camundongos infectados tratados e não tratados; 

i) a concentração da citocina IL-4 no macerado de órgãos de camundongos infectados 

tratados e não tratados; 

j) a concentração de KC (IL8) e GM-CSF nos macerados de órgãos de camundongos 

infectados tratados e não tratados e a imunolocalização de GM-CSF nos granulomas 

de camundongos infectados tratados e não tratados; 

k) a concentração de anticorpos IgM, IgG total, IgG1a, IgG 2a e IgG2b nos soros dos 

camundongos e imunolocalização de IgM e IgG nos granulomas presentes de 

camundongos infectados tratados e não tratados. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Cultivo do fungo e obtenção do inóculo  

 

Foi utilizado o isolado virulento Paracococcidioides brasiliensis (Pb18), mantido no 

Laboratório de Imunopatologia das Micoses da UNIFAL. O fungo foi cultivado em meio de 

cultura semi-sólido Fava Netto em tubo inclinado, mantido em estufa a 35°C, repicado 

decorrido 7 dias (FAVA NETTO, 1955). Após, o período de cultivo, os fungos foram lavados 

em solução salina com tampão fosfato (PBS) estéril por meio de centrifugação a 3000 rpm 

durante 5 minutos em temperatura de 5°C por 3 vezes. Em seguida, as células leveduriformes 

decantadas foram ressuspensas em PBS estéril. Uma suspensão com concentração de 5x106 

células leveduriformes/mL viáveis foi preparada baseado na contagem em câmara de 

Neubauer a viabilidade das células foi determinada pela coloração de Janus Green B vital dye 

(BERLINER; RECA, 1966). 

 

4.2 Celecoxibe e Itraconazol  

 

O Celecoxibe utilizado no presente estudo é um produto da empresa Neolpharma 

com o nome comercial Celebra® e nome genérico Celecoxibe. A formulação encontrou-se em 

cápsulas de 200 mg e foi diluído em solução estéril de PBS. Uma solução mãe foi preparada 

na concentração de 10 mg/mL de estoque.  

O Itraconazol utilizado no presente estudo é um produto da empresa Prati, Donaduzzi 

com nome comercial e genérico Itraconazol®. A formulação encontrou-se em cápsulas de 100 

mg em pó e apresentou melhor diluição em solução de dimetilsulfóxido (DMSO). Uma 

solução mãe foi preparada na concentração de 10 mg/mL. 

 

4.3 Atividade in vitro anti-Paracoccidoides brasiliensis 

 

Para o teste de susceptibilidade antifúngica, foi utilizado o isolado virulento 

Paracococcidioides brasiliensis (Pb18). O inóculo fúngico foi preparado a partir de colônias 

leveduriformes, ajustadas de acordo com a escala de 0,5 de Macfarland em tubos falcon e 

cultivadas em caldo Fava Netto, suplementado com 10% de soro bovino fetal (FBS) por 72 

horas a 35° C. As concentrações dos fármacos Itraconazol e/ou Celecoxibe foram testadas (3 

e 6 mg/mL respectivamente), e suas diluições foram realizadas em série no caldo Fava Netto. 
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Os tubos foram agitados durante 72 horas e avaliados todos os dias a cultura nos tempos de 

24, 48 e 72 horas. A viabilidade das células fúngicas foi determinada pela coloração do 

corante Vital Janus Green B. Após, o período de 72 horas, a suspensão fúngica foi 

centrifugada a 1780g (Centrifuge 5810R, Eppendorf, NY, EUA). Os pellets foram 

ressuspensos em 100 μL de PBS e dispersos em placas de Petri com o auxílio de uma alça de 

Drigalski estéril. O crescimento fúngico da placa foi acompanhado ao longo de um período de 

12 dias, quando foi utilizado um marcador de pincel para marcar as colônias. O meio de 

cultura utilizado neste procedimento foi o ágar BHI (HiMedia Laboratories, Índia) 

suplementado com glicose a 1% e com fator de crescimento a 30% produzida pelo próprio 

fungo e FBS a 10%, como descrito por Singer-Vermes et al., 1992. 

 

4.4 Comitê de ética  

 

Esta pesquisa foi aprovada e realizada em conformidade com os princípios éticos 

exigidos na experimentação animal e aprovada pelo Comitê de Ética em pesquisa com 

animais (CEUA) da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL – MG) sob o número de 

protocolo 23/2018.  

 

4.5 Efeito do Itraconazol e Celecoxibe in vitro sobre as culturas de P. brasiliensis e 

esplenócitos 

 

Foram utilizados neste experimento 10 camundongos suíços fêmeas com 6 semanas 

de idade e peso aproximado de 25g. Todos provenientes do Biotério Central da UNIFAL. Os 

animais foram anestesiados com uma dose letal (0,5 mL de cloridrato de quetamina a 10% e 

solução de xilazina a 2%); e coletou-se o baço. As células do baço de 10 animais foram 

preparadas por maceração usando uma pinça e 5 mL de meio RPMI 1640 com L-glutamina 

(Sigma Aldrich, EUA). Depois, isoladas via centrifugação (500g). O sedimento de células foi 

incubado durante 4 min com tampão de lise de glóbulos vermelhos (uma parte de 0,17 mol/L 

de Tris para nove partes de 0,16 mol/L de cloreto de amônio). As células foram novamente 

lavadas e suspensas a uma concentração de 2x106 células/mL em meio RPMI 1640 

suplementado com 5% de soro fetal bovino e antibióticos (100 mg/mL de penicilina e 100 

mg/mL de estreptomicina). As células foram cultivadas em placas de fundo plano de 24 poços 

a 2x105 células/poço com meio RPMI durante 24, 48 e 72 horas a 37ºC em estufa de CO2 a 

5%. Após, as células esplênicas foram tratadas com as concentrações dos fármacos 
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Itraconazol e/ou Celecoxibe (3 e 6 mg/mL respectivamente) e células não tratadas. Em outra 

placa as células do baço foram infectadas com 10 μL de isolado virulento do Pb18 e tratadas 

com Itraconazol (3mg/mL), Celecoxibe (6mg/mL) e combinação de Itraconazol e Celecoxibe 

e como controle apenas células. A viabilidade de células esplênicas tratadas com as 

concentrações dos fármacos Itraconazol e Celecoxibe e infectadas com Pb 18 e tratadas com a 

combinação de Itraconazol e Celecoxibe foi avaliada por 24, 48 e 72 horas de incubação 

utilizando o corante azul de tripano. Também foi avaliada a viabilidade do fungo Pb 18 

exposto as células esplênicas e tratados com os fármacos Itraconazol e/ou Celecoxibe 

utilizando o corante vital Janus Green B. Na figura 4 mostra o delineamento experimental 

desta técnica. 
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4.6 Delineamento experimental dos ensaios in vitro 

 

Figura 4 - Foto representativa dos testes in vitro realizados com os fármacos Celecoxibe (6 mg/mL) e/ou 

Itraconazol (3 mg/mL) sobre a cepa Pb 18 de P. brasiliensis. 

 

Fonte: Do autor (2022). 
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4.7 Delineamento experimental da Infecção intraperitoneal 

 

Figura 5 - Foto representativa do modelo de infecção intraperitoneal realizados com os fármacos Celecoxibe (6 mg/mL) e/ou Itraconazol (3 mg/mL) sobre a cepa Pb 18 de P. 

brasiliensis. 

 

Fonte: Do autor (2022). 

Lengeda: HTT: Teste de hipersensibilidade do tipo tardio. 

 



 

46 

 

 

 

4.8 Animais, inoculação de P. brasiliensis e tratamento 

 

Para a realização do trabalho foram utilizados 25 camundongos suíços fêmeas com 6 

semanas de idade e peso de aproximado de 25g provenientes do Biotério Central da UNIFAL. 

Foram mantidos em biotério de experimentação com controle de temperatura, luminosidade e 

alimentados com ração comercial e água “ad libitum”. Foram constituídos 5 grupos 

experimentais, com 5 animais cada e foram feitos os experimentos. 

 

Quadro 1- Descrição dos grupos de tratamento. 

 

Tratamento realizado por 15 dias 

Grupo 1: Infectado com Pb 18 + Itraconazol (3 mg/Kg) – Pb 18+I 

Grupo 2: Infectado com Pb 18 + Celecoxibe (6 mg/Kg) – Pb 18+C 

Grupo 3: Infectado com Pb 18 + Itraconazol (3 mg/Kg) + Celecoxibe (6 mg/Kg) - 

Pb 18 + I+C 

Grupo 4: Infectado com Pb18 e não tratado – Pb 18 

Grupo 5: Não infectado e não tratado - NINT 

 

Tratamento realizado por 120 dias 

Grupo 1: Infectado com Pb 18 + Itraconazol (3 mg/Kg) – Pb 18+I 

Grupo 2: Infectado com Pb 18 + Celecoxibe (6 mg/Kg) – Pb 18+C 

Grupo 3: Infectado com Pb 18 + Itraconazol (3 mg/Kg) + Celecoxibe (6 mg/Kg) - 

Pb 18 + I+C 

Grupo 4: Infectado com Pb18 e não tratado – Pb 18 

Grupo 5: Não infectado e não tratado - NINT 

 

Fonte: Do autor (2022). 

 

Os grupos de animais foram inoculados por via intraperitoneal com 0,5 mL de 

suspensão fúngica de Pb18 na concentração de 5x106 células leveduriforme. O tratamento foi 

realizado após 3 dias de inoculação utilizando o Itraconazol e/ou Celecoxibe. O tratamento foi 

administrado diariamente por gavagem durante 15 dias de infecção por P. brasilienses. Por 

fim, O tratamento foi administrado em dias alternados por gavagem durante 120 dias de 

infecção por P. brasilienses (NISHIKAKU et al., 2009). Na figura 5 mostra o delineamento 

experimental desta técnica.  

 

4.9 Teste de hipersensibilidade do tipo tardio – HTT 

 

Foi realizado o teste de hipersensibilidade do tipo tardio com paracocidiodina nos 

animais. No preparo da paracoccidioidina, para uso intradérmico, a concentração proteica foi 

ajustada a 60 µg/mL (estéril e apirogênica), de modo a se usar 6 µg/100 µL para o teste. O 
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preparo da paracoccioidina foi realizado conforme Saraiva et al., (1996) e a amostra utilizada 

é oriunda de uma cepa P. brasiliensis B-339, que é uma amostra padrão utilizada para 

produção de antígenos em toda a América Latina. Esta pacoccidiodina foi cedida pelo Prof. 

Dr. Zoilo Pires de Camargo da UNESP. 

Resumidamente, foi inoculado nas patas direita dos animais 0,1 mL de 

paracocidiodina e 0,1 mL de solução salina estéril na pata esquerda. Após, 48 horas o teste foi 

medido com o auxílio de um paquímetro e anotado as medidas. Este teste foi realizado no 7° e 

15° dia de infeção e tratamento. Também, foi realizado no 7º, 15º, 30º, 60º, 90º e 120º dia de 

infecção e tratamento. 

 

4.10 Pesagem corporal dos animais 

 

No 1°, 7° e 15° dia foi realizado a pesagem de todos os animais. O peso dos animais 

foi anotado para realização de uma curva de ganho de peso corporal. 

No 1°, 7º, 15º, 30º, 60º, 90º e 120º dia foi realizado a pesagem de todos os animais. O 

peso dos animais também foi anotado para realização de uma curva de ganho de peso 

corporal. 

 

4.11 Coleta de sangue periférico 

 

Os animais foram anestesiados com xilazina/ketamina. Após anestesia a coleta de 

sangue total foi realizada via submandibular nos dias 1º, 7º e 15º dia de infecção. Na infecção 

tardia os animais foram anestesiados com xilazina/ketamina. Após anestesia a coleta de 

sangue total foi realizada via submandibular nos dias 1°, 7º, 15º, 30º, 60º, 90º e 120º dia de 

infecção. Após, a coleta de sangue, este foi centrifugado a 10 min por 2500 RPM e foi 

separado o soro. O soro foi coletado e armazenado em eppendorfs a uma temperatura de 

20°C. 

 

4.12 Necrópsia, coleta de material e processamento histológico para microscopia 

 

Ao final do período de tratamento, tanto da infecção inicial quanto tardia (15 dias e 

120 dias) os animais foram anestesiados com xilazina/ketamina e após anestesia foram 

exsaguinados pelo plexo retro-orbital e sacrificados por deslocamento cervical. Foram 

coletados o baço, omento/pâncreas, fígado e pulmão. Após a coleta, os órgãos foram pesados 
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e o peso relativo foi calculado por meio da divisão do peso do órgão pelo peso corporal. Parte 

do órgão foi macerado em meio RPMI RPMI 1640 suplementado com 5% de soro fetal 

bovino e antibióticos (100 mg/mL de penicilina e 100 mg/mL de estreptomicina) e 

centrifugado a 500g por 10 minutos. Foi coletado o sobrenadante e armazenado a -20ºC. A 

outra metade do órgão foi destinado para histologia. Os fragmentos de cada órgão foram 

fixados em solução de paraformaldeído tamponado a 10% por 48 horas. Os órgãos coletados 

fixados foram desidratados, diafanizados e incluídos em parafina. Posteriormente, foram 

obtidos cortes teciduais de 5 μm de espessura montados em lâmina previamente cobertas com 

poli-lisina para avaliação histológica e imunohistoquímica. Os cortes do baço, 

omento/pâncreas, fígado e pulmão foram corados com hematoxilina e eosina (HE) para 

análise histológica geral e impregnação pela prata de Grocott (tricrômico de gomori) para 

identificação fúngica (morfologia e presença de brotamentos) (GROCOTT, 1955). Os cortes 

foram visualizados em microscópio de luz convencional. As imagens digitais foram realizadas 

em câmera fotográfica acoplada ao microscópio de luz convencional (Axioscope A1, Carl 

Zeiss, Oberkochen, Alemanha). Imagens digitalizadas foram obtidas a partir de cada corte 

histológico utilizando-se o software de captura e análise de imagens Axion Vision LE (Carl 

Zeiss, Oberkochen, Alemanha). 

 

4.13 Quantificação de P. brasiliensis viáveis 

 

Resumidamente o baço, omento, fígado e pulmão de todos os grupos de animais 

infectados com Pb18 e tratados das infecções de 15 e 120 dias de tratamento foram 

transferidos para frascos estéreis e pesados. Os órgãos coletados foram macerados em 

homogeneizadores (“potters”) contendo 5 mL de PBS estéril e conservados em gelo. Após, 

foram centrifugados a 500 g por 5 minutos. Os sedimentos (“pellet”) obtidos foram 

ressuspensos em 1 mL de PBS estéril e 100 μL semeados em placas de Petri contendo ágar 

Brain Heart Infusion (BHI) (com 5% de fator de crescimento e 1% de solução antibiótica). 

Posteriormente foram incubados a 35-37°C por 14 dias de crescimento. A contagem de 

fungos viáveis foi feita e os resultados foram expressos como média ± erro padrão da 

contagem de UFC por grama de órgão pesado (log na base de 10) (SINGER-VERMES et al., 

1993). 
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4.14 Dosagem de óxido nítrico 

 

A avaliação das concentrações de NO foi realizada pela medida de nitritos (NO-2) em 

sobrenadantes de macerados de órgãos obtidos das infecções de 15 e 120 dias. Foram 

pipetados 100 µL dos sobrenadantes de cultura e 100 µL do reagente de Griess em placas de 

96 poços, em duplicata e incubadas à temperatura ambiente por 10 minutos. A seguir foi 

determinada a absorbância a 540 ηm em leitor de ELISA. Os resultados expressos em µM foi 

determinado após extrapolação de valores obtidos de uma curva padrão realizada com nitrito 

de sódio nas concentrações de 100 a 78 µM para cada placa. O reagente de Griess foi 

preparado na hora do uso, homogeneizado em partes iguais da solução A-sulfanilamida a 1% 

em H3PO4 a 2,5% e da solução B-naftilenodiamina 0,1% em água destilada. 

 

4.15 Concentração de IgG, IgG1a, IgG2a e IgG2b pela técnica de ELISA 

 

Anticorpos IgG, IgG1a, IgG2a e IgG2b anti-antígenos foram dosados no soro dos 

camundongos infectados e tratados por 15 e 120 dias de infecção. Resumidamente, foi feito 

placas de 96 poços de fundo chato (Nunc) e sensibilizadas com 10 µg/mL do antígeno bruto 

diluído em tampão carbonado-bicarbonato 0,1M (pH 9,6) a 4°C por 15 horas. A seguir, as 

placas para cada teste foram lavadas em PBS-Tween 0,05% (PBS-T) e bloqueadas com 150 

µL de leite em pó desnatado a 3% em PBST. 100 µL da diluição dos soros (1/200) foram 

adicionados nos poços por 1 hora a 37°C. Após incubação e nova lavagem com PBST, foi 

adicionado 100 µL de conjugado peroxidase anti-IgG de camundongo diluído 1:2000 (Sigma-

Aldrich) contendo 0,3% de gelatina. Anti-IgG1a de camundongo diluído 1:1000 (Sigma-

Aldrich) contendo 0,3% de gelatina. Anti-IgG2a de camundongo diluído 1:2500 (Sigma-

Aldrich) contendo 0,3% de gelatina. Anti-IgG2b de camundongo diluído 1:2500 (Sigma-

Aldrich) contendo 0,3% de gelatina. Anti-IgM de camundongo diluído 1:2500 (Sigma-

Aldrich) contendo 0,3% de gelatina. As placas foram incubadas por 1 hora a 37°C, após 

lavagem com PBST, foi adicionado 100 µL a 0,4 ng/mL do substrato OPD + 0,1% de H2O2 

30 volumes em tampão citrato pH 5,0 (Sigma-Aldrich). Após 10 minutos, a reação foi 

paralisada com adição de 30 µL de H2SO4 2N. A leitura colorimétrica foi feita no 

comprimento de onda de 490 ηm em leitor de ELISA (Zenith200rt). Os soros foram testados 

em triplicatas. 
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4.16 Quantificação de citocinas 

 

Os sobrenadantes do macerado dos órgãos coletados foram armazenados à 

temperatura de -80°C, e estes foram utilizados para dosagem de citocinas que foram feitas 

através de kits de ELISA disponíveis comercialmente para GM-CSF, IL-4, IL-12, IL-17, IFN-

y e KC realizados conforme instrução do fabricante (PEPROTECH/ ELISA Development Kit/ 

Manufacturer of Quality Cytokine Products). A concentração das citocinas foram 

determinadas por testes de ELISA de captura, baseados na utilização de pares de anticorpos 

monoclonais específicos para cada citocina, um dos quais marcados por biotina. O uso dos 

complexos biotina-avidina e H2O2- peroxidade permitiu a determinação da concentração da 

citocina presente através de medidas de densidade óptica. A sensibilização das placas de 96 

poços foi feita com anticorpo de captura diluído colocado em cada orifício e as placas foram 

incubadas por no mínimo 18 horas. Após esse tempo os sítios livres foram bloqueados, e após 

a incubação pelo tempo adequado foram adicionados os padrões com concentrações 

conhecidas de cada citocina, e também os sobrenadantes dos macerados dos órgãos em 

triplicata. Após 2 horas, foram adicionados os conjugados avidina-peroxidade. A placa foi 

incubada pelo tempo e foram adicionados o substrato cromogênico, o ABTS. As placas foram 

mantidas ao abrigo da luz e o desenvolvimento da cor foi monitorado até que a curva padrão 

fosse visualizada (aproximadamente 10 minutos). A cada adição de reagente mencionado 

acima, as placas foram lavadas por quatro vezes com PBS acrescido de 0,05% Tween 20. A 

leitura das densidades óticas foi realizada em leitor automático, a 405 ƞm de comprimento de 

onda. As concentrações de cada citocina foram determinadas tendo como base a reta de 

regressão linear contínua obtida com os dados referentes às curvas-padrão. Os resultados 

foram expressos em picogramas por 100 µL de sobrenadante de macerado de órgão. 

 

4.17 Análise histológica das lesões granulomatosas e estereológica 

 

Os cortes histológicos corados com HE e por impregnação pela prata foram 

analisados para avaliação da área de lesão granulomatosa presentes nos tecidos e presença de 

células fúngicas de Pb18; evidência de necrose, padrão de organização e a distribuição de 

células do parênquima e estroma conjuntivo, morfologia e distribuição de células do 

interstício. Por fim, foi investigado foco de processo inflamatório e áreas de fibrose.  

Análise semi-quantitativa foi realizada para calcular a área real no campo de 

observação ocupada por lesão e que contém o fungo. Foi empregada uma ocular com retículo 

de contagem e um aumento total de 125x (objetiva de 10x e ocular de 12,5x). Os resultados 
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foram expressos como média das análises semi-quantitativas e observados 10 campos por  

μm2 (NOVAES et al., 2013; NOVAES et al., 2015). 

A intensidade do processo inflamatório, quantidade de granulomas, quantidade de 

hepatócitos binucleados, uninucleados e totais, tipo de granuloma e presença do fungo Pb18 

no baço, omento/pâncreas, fígado e pulmão foram investigados pelo método estereológico por 

meio da contagem do número de células no interstício. Para isso, foi utilizada a fórmula: 

QAinf/presença do fungo = Σinf/ presença do fungo/At, onde Σinf/ presença do fungo 

representa somatório do número de perfis de núcleos de células do interstício (inflamatórias 

[inf]) ou presença do fungo Pb18 e At corresponde a dimensão da área de teste usada 

(25×103μm2). Os parâmetros foram avaliados em 10 campos histológicos aleatórios por 

animal utilizando objetiva de 40× numa área total de 12,9×105 μm2 para cada grupo 

(NOVAES et al., 2013). Todas as análises estereológicas foram realizadas utilizando o 

software de análise de imagens Image ProPlus 4.5 (NOVAES et al., 2013). A figura 6 

representa o delineamento experimental. 

 

QA = Quantidade 

Σinf = Somatório de células inflamatórias 

At = Área teste 

 

4.18 Quantificação do “score” de inflamação e celularidade nos tecidos 

 

Os tecidos foram avaliados observando a intensidade de inflamação e celularidade 

(neutrófilos, linfócitos e eosinófilos). As secções de tecido foram analisadas e contadas as 

células inflamatórias classificando-as. Após, foram pontuados a gravidade da lesão utilizando 

a seguinte escala: 0, nenhuma (sem inflamação); 1, mínimo, com inflamação envolvendo 5% 

de tecido; 2, moderada, com áreas de inflamação focalmente extensas (5% a 25% dos tecidos 

e envolvendo um ou mais tecidos); 3, moderada a grave, com áreas de inflamação focalmente 

extensas (~ 25% a 50% de tecido e envolvendo múltiplos tecidos e distensão leve de tecidos); 

4, grave, com grandes áreas confluentes de inflamação (50% do tecido).  
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4.19 Análise imuno-histoquímica para detecção de anticorpos e citocinas nas lesões 

granulomatosas 

 

A presença in situ de IgM, IgG, IL-17 e GM-CSF em granulomas de 

omento/pâncreas de camundongos infectados não tratados e infectados e tratados com 

diferentes tratamentos foi avaliado por método imunohistoquímico.  

Os cortes histológicos contendo o omento dos camundongos foram desparafinizados 

em xilol por duas vezes de 20 minutos, seguido da hidratação em gradiente decrescente de 

etanol absoluto, 95°C, 85°C, 80°C e 70°C e água destilada, por cinco minutos. Após 

hidratação, os cortes foram submetidos à reação de imunohistoquímica para detecção da 

presença de IgM, IgG, IL-17 e GM-CSF da seguinte maneira:  

a. Lavagem dos cortes com PBS (Phosphate buffer saline) 0,05 M pH 7.4 por 3 

vezes;  

b. Incubação com H2O2 (30 vols.) 1% em PBS 0,05M durante 30 minutos;  

c. Lavagem com PBS 0,05M pH 7,4 por 3 vezes; 44  

d. Incubação com PBS/BSA (Albumina de Soro Bovino) 1% durante 30 minutos;  

e. Incubação com anticorpo primário, anti-IgM feito em coelho (Sigma Chemical Co. 

USA) diluído na proporção de 1:100 em PBS/BSA 1% pH 6,8, overnight, a 4º C em câmara 

úmida;  

Para detecção de IgG - Incubação com anticorpo primário, anti-IgG feito em coelho 

(Sigma Chemical Co. China) diluído na proporção de 1:100 em PBS/BSA 1% pH 6,8, 

overnight, a 4º C em câmara úmida; 

Para detecção de IL-17 - Incubação com anticorpo primário, anti-IL-17 feito em 

coelho (Fine test. China) diluído na proporção de 1:100 em PBS/BSA 1% pH 6,8, overnight, a 

4º C em câmara úmida; 

Para detecção de GM-CSF - Incubação com anticorpo primário, anti-GM-CSF feito 

em coelho (Fine test. China) diluído na proporção de 1:150 em PBS/BSA 1% pH 6,8, 

overnight, a 4º C em câmara úmida; 

f. Lavagem com PBS 0,05 M pH 7,4 por 3 vezes;  

g. Incubação com anticorpo secundário, anti-habbit feito em cabra (Fine test. China), 

diluído na proporção de 1:250 em PBS/BSA 1% pH 7,4, por 1 hora em temperatura ambiente; 

h. Incubação com o complexo streptoavidina-peroxidase (Sigma Chemical Co. – 

USA) em PBS 0.05M na proporção de 1:150 por 1 hora;  

i. Lavagem com PBS 0,05M pH 7,4 por 3 vezes;  
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j. Incubação DAB (3-3 Diaminobenzidina) (Sigma Chemical Co. – USA) (250µL) + 

PBS 0,05M pH 7,4 (2250 µL) + H2O2 30 vols. (20 µL);  

k. Lavagem com água destilada;  

l. Contra-coloração com Hematoxilina durante 30 segundos, lavagem em água 

destilada;  

m. Os cortes foram desidratados em gradientes crescentes de etanol e diafanizados 

em xilol, e montados em meio permanente para observação ao microscópio fotônico (Níkon 

Eclipse 80i/Japan) com câmera digital acoplada (Digital Sigth-Fi1/Nikon/Japan) e software de 

análise de imagens (NIS-Elements/Nikon/Japan).  

Lâminas com cortes de tecido (omento/pâncreas) sem anticorpo primário foram 

empregadas para avaliar a especificidade da reação.  

 

4.20 Quantificação da reação de imuno-histoquímica 

 

Para a quantificação da reação de imuno-histoquímica de IgM, IgG, IL-17 e GM-

CSF foram estabelecidos critérios de análise de marcação positiva. Foi empregando uma 

ocular com retículo de contagem (total de 100 quadrados), com o aumento total de 500 x 

(objetiva de 40x e ocular de 12,5x) e resultando na contagem dos campos com área total de 

280 μm2. Todos os resultados foram expressos com a média das análises quantitativas (10 

campos de observação quando possível).  

  

4.21 Análise estatística 

 

Os resultados foram expressos como média e ± erro padrão da média. A variância 

dos dados foi avaliada por meio de análise Two-way ANOVA, seguido do pós-teste de Tukey 

a análise One-way ANOVA seguido pelo teste de Tukey para comparações múltiplas. Os 

resultados com valor de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos 

(NISHIKAKU et al., 2009). 

 

4.22 Locais de realização experimental e recursos utilizados 

Os experimentos foram realizados no Laboratório de Imunopatologia das Micoses da 

Universidade Federal de Alfenas e no Laboratório de Patologia do Hospital Universitário 
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Alzira Velano – SVO sob cooperação com o médico patologista Dr. Adriano Macedo de 

Oliveira. Os materiais e reagentes utilizados nos experimentos foram adquiridos com o 

recurso do Projeto: FAPEMIG_APQ_012941-16. 

 

4.23 Planejamento experimental das análises histológicas 

 

Figura 6 - Delineamento experimental das análises histopatológicas. 

 

Infecção com Pb 18 – 5x106 células fúngicas via de inoculação - Intraperitoneal 

                   

                                  

     

 

 

 

  

                                                                                                                  

 

                                                                                                                         

 

                                                                                                                                       

 

 

 

 

 
Fonte: Do autor (2022). 

Grupos com 5 animais cada: 

Grupo 1: Infectado com Pb 18 e tratado com 

Itraconazol (3 mg/Kg) 

Grupo 2: Infectado com Pb 18 e tratado com 

Celecoxibe (100 mg/Kg) 

Grupo 3: Infectado com Pb 18 e tratado com 

Itraconazol (3 mg/Kg) + Celecoxibe (100 

mg/Kg)  

Grupo 4: Infectado com Pb 18 e não tratado 

Grupo 5: Não infectado e não tratado 

 

 

Tratados por 15 dias com Itraconazol e/ou Celecoxibe 

Estes animais foram 

sacrificados e foram 

coletado os órgãos: 

baço, omento, fígado e 

pulmão. Estes foram 

pesados e macerados 

para dosagem de NO, 

proteínas totais e 

citocinas. O sangue 

coletado foi realizado 

dosagens de anticorpos 

por ELISA. 

Estes órgãos coletados foram 

processados para avaliação histológica e 

imunohistoquímica 

As lâminas de cada grupo foram preparadas e foram avaliados os seguintes 

parâmetros: 

1 – Análise histológica 

geral visualizando o 

aspecto geral (HE), 

presença de fibras de 

colágeno (Picros Sirus – 

Red) e formas fúngicas 

(Impregnação pela prata). 

2 – Análise estereológica avaliando 

a intensidade de processo 

inflamatório, presença de fungo, 

número de granulomas, score de 

inflamação, celularidade tecidual e 

celularidade de sangue periférico.  
4 – Quantificação de P. brasiliensis 

viáveis a partir de órgãos coletados 

macerados. 

- Os animais foram pesados durante a 

infecção inicial e tardia. 

- Foi realizado o teste de HTT durante 

a infecção inicial e tardia. 

- Foi realizado a coleta de sangue via 

submandibular durante a infecção 

inicial e tardia. 

 

3 – Imunolocalização da presença in 

situ em omento de IgM, IgG, IL-17 e 

GM-CSF  
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Ensaios in vitro da citotoxicidade dos fármacos Celecoxibe e Itraconazol sobre P. 

brasiliensis 

 

Através dos experimentos in vitro foi possível avaliar a citotoxicidade de cada 

fármaco e de forma combinada sobre as células fúngicas de P. brasiliensis. A figura 7A 

mostra a cinética de viabilidade do fungo frente aos diferentes tratamentos. No tempo de 24 

horas não observou diferença entre os diferentes grupos. Em contrapartida no tempo de 48 

horas as células fúngicas tratadas somente com Celecoxibe e somente com Itraconazol foi 

menor em relação a Pb 18. Interessantemente, percebe que após 72 horas o número de fungos 

viáveis que foram tratados somente com Celecoxibe e somente com Itraconazol e a 

combinação dos dois fármacos foram significativamente menores (p<0,001) em relação ao Pb 

18.  

Após, 72 horas avaliou se, os fármacos são fungistáticos ou fungicidas nas 

concentrações testadas e combinadas; conforme mostra a figura 7B. Os resultados mostram 

que o número de fungos viáveis após 72 horas de tratamento é significativamente menor (p< 

0,01) em relação ao Pb 18. Sugerindo uma atividade fungistática mesmo quando há a 

combinação dos dois fármacos. 

 

Figura 7 - Cinética do número absoluto de células fúngicas viáveis e unidades formadoras de colônia (CFU) 

tratadas com Celecoxibe (6 mg/mL) (Pb 18 + C), Itraconazol (3 mg/mL) (Pb 18 + I) e Celecoxibe + 

Itraconazol (6 mg/mL) (3 mg/mL) (Pb 18 + C + I) respectivamente . 
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Fonte: Do autor (2022). 

Legenda: A - Número de células fúngicas viáveis durante os diferentes tempos e tipos de tratamento. B - 

Atividade antifúngica dos diferentes tratamentos, unidades formadoras de colônias (CFU) de 

Pb18 na avaliação após 72 horas. Os resultados para cada grupo estão representados como média 

± erro padrão da média. Os testes foram realizados em triplicata. A - Diferença estatística entre 

os grupos (***) p<0,001 entre Pb 18 vs os diferentes tratamentos, teste Two Way ANOVA, pós 
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teste de Tukey. B - Diferença estatística entre os grupos, p< 0,01 (*), entre Pb 18 vs os diferentes 

tratamentos, teste One Way ANOVA, pós teste de Tukey.  

 

5.2 Ensaios in vitro da citotoxicidade dos fármacos (Celecoxibe e Itraconazol) sobre cultura 

de células esplênicas  

 

Os testes in vitro com cultura de células esplênicas de camundongos foram 

realizados para avaliar se a combinação dos dois fármacos apresenta toxicidade na 

concentração testada para as células (Figura 8A). Os resultados revelam que a combinação 

com os dois fármacos na concentração utilizada não alterou a viabilidade destas células. 

Sugerindo não apresentar toxicidade.  

Na figura 8B são os resultados in vitro avaliando se o tratamento combinado melhora 

a capacidade das células em eliminar o fungo. Os resultados mostraram que no decorrer dos 

diferentes tempos de tratamento; as células somente infectadas e não tratadas não alteraram a 

viabilidade do fungo. Entretanto, quando as células infectadas receberam os diferentes 

tratamentos e em especial a combinação dos dois fármacos, a viabilidade fúngica é 

significativamente menor (p<0,001) em relação as células infectadas (Cells + Pb 18). Tais 

dados sugerem que; tanto o tratamento combinado quanto os fármacos de forma isolada foram 

efetivos na eliminação do fungo, mostrando que o fármaco Celecoxibe, consegue melhorar os 

mecanismos celulares na eliminação do Pb 18. 

 

Figura 8 - Cinética do número absoluto de células esplênicas e fúngicas viáveis tratadas com Celecoxibe (6 

mg/mL) (Cells + C) (Cells+Pb 18+C), Itraconazol (3 mg/mL) (Cells + I) (Cells+Pb 18+I) e 

Celecoxibe + Itraconazol (6 mg/mL) (3 mg/mL) (Cells +C+I) (Cells+Pb 18+C+I) respectivamente. 
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Fonte: Do autor (2022).  

Legenda: A - Número de células esplênicas viáveis durante os diferentes tempos e tipos de tratamento. B - 

Número de células fúngicas viáveis durante os diferentes tempos e tipos de tratamento. Os 

resultados para cada grupo estão representados como média ± erro padrão da média. Os testes 

foram realizados em triplicata. A diferença estatística entre os grupos (***) p<0,001 entre Pb 18 vs 

os diferentes tratamentos, teste Two Way ANOVA, pós teste de Tukey.  
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5.3 Análise da sobrevida e peso corporal  

 

Após os testes in vitro apresentarem promissores; os experimentos in vivo foram 

conduzidos utilizando o modelo de infecção intraperitoneal para avaliar se o tratamento 

combinado apresenta efetividade sobre P. brasiliensis e se promove imunomodulação nos 

camundongos tratados.  

Acompanhou o peso corporal destes animais durante a infecção e tratamento por 15 e 

120 dias. Os animais foram pesados e foi realizada uma curva de peso corporal conforme 

mostra a figura 9A e 9B. Nota-se que não houve diferença estatística no peso corporal dos 

animais em todos os grupos experimentais testados na fase aguda da doença (Figura 9A).  

Na infecção por 120 dias os animais foram pesados conforme mostra a figura 9B. Foi 

observado que não houve diferença estatística no peso corporal dos animais em todos os 

grupos experimentais testados na fase crônica da doença. 

 

Figura 9 - Peso corporal dos animais infectados por via intraperitoneal com Pb 18 durante 15 dias de infecção e 

tratamento e 120 dias de infecção e tratamento. 
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Fonte: Do autor (2022). 

Legenda: A cor vermelho representa grupo não infectados e não tratados (NI+NT). Cinza grupo infectado com 

Pb 18 e não tratado (Pb 18). Amarelo grupo infectado e tratado com Celecoxib (6 mg/Kg). Verde o 

grupo infectado e tratado com Itraconazol (Pb 18 + I) (3 mg/Kg). Preto representa o grupo infectado e 

tratado com Celecoxibe + Itraconazol (6 mg/Kg) (3 mg/Kg), respectivamente. Os resultados para cada 

grupo estão representados como média ± erro padrão da média. Os testes foram realizados em 

triplicata. Teste Two Way ANOVA, pós teste de Tukey. 

 

Também, foi avaliado a taxa de sobrevida dos animais tanto na infecção aguda 

quanto crônica (Figura 10A e 10B). Os resultados mostraram que durante 15 e 120 dias de 

tratamento os animais que receberam somente Celecoxibe e somente Itraconazol e a 

combinação dos dois fármacos, mantiveram uma sobrevida de 100%. Em contrapartida, os 

animais infectados e não tratados tiveram uma sobrevida na taxa de 90%. 
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Figura 10 - Taxa de sobrevida dos animais infectados por via intraperitoneal com Pb 18 durante 15 dias de 

infecção e tratamento e 120 dias de infecção e tratamento. 
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Fonte: Do autor (2022).  

Legenda: Na cor vermelho representa grupo não infectados e não tratados (NI+NT). Cinza grupo infectado com 

Pb 18 e não tratado (Pb 18). Amarelo grupo infectado e tratado com Celecoxibe (6 mg/Kg). Verde o 

grupo infectado e tratado com Itraconazol (Pb 18 + I) (3 mg/Kg). Preto representa o grupo infectado e 

tratado com Celecoxibe + Itraconazol (6 mg/Kg) (3 mg/Kg), respectivamente. Os testes foram 

realizados em triplicata. 

 

5.4 Resposta imune celular e resposta imune humoral específicas ao P. brasiliensis 

 

Foi estudada a correlação da higidez do animal com sua resposta imune específica ao 

P. brasiliensis. Para tanto, o desenvolvimento e manutenção de resposta imune específica a 

este fungo foi verificada conforme mostra as figuras 11, 12 e 13.  

A figura 11A são apresentados os resultados do teste de hipersensibilidade de tempos 

curtos. Foi observado que no 7° dia de infecção o grupo infectado e não tratado apresentou 

maior reatividade em relação aos demais grupos estudados. Já, no 15° dia de infeção é 

possível notar que o grupo infectado não tratado ainda teve maior reatividade quando 

comparado com os demais grupos, com significância estatística de p˂0,05.  

A figura 11B são apresentados os resultados do teste de hipersensibilidade de tempos 

longos. Nos resultados encontrados foi possível notar que os animais infectados apresentaram 

maior reatividade principalmente no trigésimo dia de infecção em relação aos animais com os 

diferentes tratamentos. Também notou que os animais que receberam o tratamento com 

Celecoxibe tiveram a menor reatividade do que em relação aos demais no sexagésimo dia 

(Figura 11B). Ao decorrer dos tempos de tratamento os resultados mostram que a reatividade 

tende a diminuir até mesmo nos animais infectados e não tratados. 
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Figura 11 - Teste de hipersensibilidade do tipo tardio dos animais infectados por via intraperitoneal com Pb 18 

durante 15 dias de infecção e tratamento e 120 dias de infecção e tratamento. 
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Fonte: Do autor (2022). 

Legenda: A cor vermelha representa grupo não infectados e não tratados (NI+NT). Cinza grupo infectado com 

Pb 18 e não tratado (Pb 18). Amarelo grupo infectado e tratado com Celecoxib (6 mg/Kg). Verde o 

grupo infectado e tratado com Itraconazol (Pb 18 + I) (3 mg/Kg). Preto representa o grupo infectado e 

tratado com Celecoxibe + Itraconazol (6 mg/Kg) (3 mg/Kg), respectivamente. Os resultados para cada 

grupo estão representados como média ± erro padrão da média. Diferença estatística entre os grupos 

(@) p<0,05 entre Pb 18 vs os diferentes tratamentos e (*) p<0,01 entre os diferentes tratamentos, teste 

Two Way ANOVA, pós teste de Tukey. Os testes foram realizados em triplicata. 

 

A figura 12 demonstra a concentração de anticorpos no grupo infectado e não tratado 

e no grupo de animais que receberam os diferentes tratamentos, tanto na infecção inicial (15 

dias) quanto tardia (120 dias).  

A figura 12A mostra que na infecção de 15 dias houve um pico de produção de IgM 

no sétimo dia de infecção. Ainda, é possível perceber que no décimo quinto dia os animais 

que receberam o tratamento somente com Itraconazol e tratamento combinado tiveram um 

declínio na produção de IgM em relação aos animais infectados e não tratados e tratados 

somente com Celecoxibe. Na infecção tardia (120 dias) o mesmo se repete no décimo quinto 

dia de infecção, mas a produção de IgM se mantém constante durante os 120 dias. Não 

observando diferenças significativas (Figura 12C).  

Ainda na figura 12 mostra a concentração de anticorpos no grupo infectado e não 

tratado e no grupo de animais que receberam os diferentes tratamentos, tanto na infecção 

inicial (15 dias) quanto tardia (120 dias).  

Para o anticorpo IgG (Figura 12B) na infecção de 15 dias todos os animais não 

apresentaram níveis significativos de produção deste anticorpo. Em contrapartida, na infecção 

e tratamento por 120 dias (Figura 13B) observou que os animais infectados e não tratados 

apresentaram um pico de produção deste anticorpo com 60 dias de infecção e o mesmo se 
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repete aos demais grupos que receberam os diferentes tipos de tratamento (p<0,05). Ao 

decorrer dos dias de tratamento nota-se que tende a diminuir a concentração deste anticorpo e 

principalmente no grupo de animais que receberam o tratamento combinado (p< 0,05). No 

120º dia de infecção todos os grupos não apresentam significância estatística na produção 

deste anticorpo.  

 

Figura 12 - Concentração do anticorpo IgM e IgG anti-P brasiliensis dos animais infectados por via 

intraperitoneal com Pb 18 durante 15 dias de infecção e tratamento e 120 dias de infecção e 

tratamento. 
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Fonte: Do autor (2022). 

Legenda: A cor vermelha representa grupo não infectados e não tratados (NI+NT). Cinza grupo infectado com 

Pb 18 e não tratado (Pb 18). Amarelo grupo infectado e tratado com Celecoxibe (6 mg/Kg). Verde o 

grupo infectado e tratado com Itraconazol (Pb 18 + I) (3 mg/Kg). Preto representa o grupo infectado e 

tratado com Celecoxibe + Itraconazol (6 mg/Kg) (3 mg/Kg), respectivamente. Os resultados para cada 

grupo estão representados como média ± erro padrão da média. Diferença estatística entre os grupos 

(*) p<0,01 e (**) p<0,05 entre Pb 18 vs os diferentes tratamentos e (*) p<0,01 entre os diferentes 

tratamentos, teste Two Way ANOVA, pós teste de Tukey. Os testes foram realizados em triplicata. 

 

Interessantemente a concentração do anticorpo IgG1a na infecção e tratamento com 

15 dias (Figura 13A) os resultados mostram que no décimo quinto dia de infecção os animais 

do grupo Pb18 e tratados somente com Itraconazol tiveram um pico de produção desta 

imunoglobulina. No período de infecção e tratamento com 120 dias (Figura 13B) observou 

que os animais infectados e não tratados tiveram um pico de produção deste anticorpo aos 120 

dias de infecção. Ao comparar os grupos que receberam os diferentes tipos de tratamento, uns 

com os outros, verificou que não houve significância estatística.  
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Em relação a IgG2a os animais com 15 dias de infecção somente no décimo quinto 

dia o grupo de animais tratados somente com Celecoxibe tiveram um pico de produção deste 

anticorpo em relação aos demais grupos (p <0,05) (Figura 13C). Ao analisar os resultados da 

infecção por 120 dias somente ao final do tratamento; os animais infectados e não tratados 

tiveram um pico de produção maior deste anticorpo em relação aos demais grupos (p<0,05) 

(Figura 13D).  

Por fim, em relação a produção do anticorpo IgG2b os resultados mostram que tanto 

na infecção inicial e tardia não houve significância estatística na produção deste anticorpo 

apresentando resultados semelhantes aos animais sadios (NI+NT) (Figura 13E e 13F). 

Ao confrontarmos os resultados da produção dos diferentes tipos de anticorpos, 

observou que o anticorpo IgG apresentou maiores concentrações em relação aos demais e foi 

possível perceber que o mesmo se repete para IgG1a. Ao analisar, os animais que receberam 

os diferentes tratamentos se notou uma produção baixa destes anticorpos ao decorrer dos dias 

de tratamento. Também, pode ser observado na infecção tardia.  
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Figura 13 - Dosagem da concentração de anticorpos IgG1a, IgG2a e IgG2b anti-P brasiliensis dos animais 

infectados por via intraperitoneal com Pb 18 durante 15 dias de infecção e tratamento e 120 dias de 

infecção e tratamento.  
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Fonte: Do autor (2022). 

Legenda: Na cor vermelho representa grupo não infectados e não tratados (NI+NT). Cinza grupo infectado com 

Pb 18 e não tratado (Pb 18). Amarelo grupo infectado e tratado com Celecoxibe (6 mg/Kg). Verde o 

grupo infectado e tratado com Itraconazol (Pb 18 + I) (3 mg/Kg). Preto representa o grupo infectado e 

tratado com Celecoxibe + Itraconazol (6 mg/Kg) (3 mg/Kg), respectivamente. Os resultados para cada 

grupo estão representados como média ± erro padrão da média. Diferença estatística entre os grupos 

(*) p<0,01 e (**) p<0,05 entre Pb 18 vs os diferentes tratamentos e (*) p<0,01 entre os diferentes 

tratamentos, teste Two Way ANOVA, pós teste de Tukey. Os testes foram realizados em triplicata. 

 

5.5 Análise do perfil celular sanguíneo 

 

O perfil de células sanguíneas foi analisado em esfregaços sanguíneos dos diferentes 

grupos de animais das infecções inicial (15 dias) e tardia (120 dias), conforme mostra a figura 

14. Analisando o perfil de células neutrofílicas na infecção inicial os animais infectados 

apresentam um maior número destas células em relação ao demais grupos (p<0,05). Ao 

analisar os diferentes tratamentos notou que os animais tratados com a combinação de 
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fármacos tiveram um menor número destas células em relação aos demais grupos (p<0,001) 

(Figura 14A).  Na infecção tardia mostra que o percentual destas células é menor em relação a 

infecção com 15 dias. Ainda, os animais infectados e não tratados e animais tratados somente 

com Itraconazol apresentam um número maior destas células em relação aos demais grupos. 

No perfil de células linfocitárias na infecção inicial os animais infectados e não 

tratados apresentaram um número menor em relação aos demais grupos. No grupo de animais 

que receberam o tratamento combinado o número destas células é maior em relação aos 

demais grupos que receberam os diferentes tratamentos. Na infecção tardia o número de 

linfócitos nos animais infectados e não tratados é maior em relação a infecção inicial. Em 

relação aos grupos Pb 18, Pb 18 + C e Pb 18 +I da infecção tardia o perfil destas células é 

significativamente menor em relação aos animais que receberam o tratamento combinado 

(Figura 14B).   

Em relação ao perfil de células monocitárias na infecção inicial não há significância 

estatística. Já na infecção tardia há um aumento do número destas células nos animais que 

receberam somente o tratamento com Celecoxibe e este resultado apresenta significância 

estatística em relação aos demais grupos (Figura 14C).  

Estes resultados de perfil celular sanguíneo mostram que a infecção inicial os 

animais infectados e não tratados apresentam um número significativo de neutrófilos, mas, na 

infecção tardia este perfil de células tende a diminuir o que pode sugerir uma melhora clínica. 

Os animais com tratamento combinado o perfil de células tanto de neutrófilos, linfócitos e 

monócitos se assemelham aos animais sem infecção. Desta forma, sugerindo que o tratamento 

tem sido efetivo no controle da infecção. Interessantemente tais resultados podem ser 

observados na infecção inicial e tardia.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

64 

 

 

 

Figura 14 - Perfil celular sanguíneo dos animais infectados por via intraperitoneal com Pb 18 durante 15 dias de 

infecção e tratamento e 120 dias de infecção e tratamento. 
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Fonte: Do autor (2022). 

Legenda: Grupo não infectados e não tratados (NI+NT). Grupo infectado com Pb 18 e não tratado (Pb 18). 

Grupo infectado e tratado com Celecoxibe (6 mg/Kg). Grupo infectado e tratado com Itraconazol (Pb 

18 + I) (3 mg/Kg). Grupo infectado e tratado com Celecoxibe + Itraconazol (6 mg/Kg) (3 mg/Kg), 

respectivamente. Os resultados para cada grupo estão representados como média ± erro padrão da 

média. Diferença estatística entre os grupos (@) p<0,05 entre Pb 18 vs os diferentes tratamentos e 

(***) p<0,001 entre os diferentes tratamentos, teste Two Way ANOVA, pós teste de Tukey. Os testes 

foram realizados em triplicata. 
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5.6 Dosagem da concentração de óxido nítrico (NO) 

 

Através da reação de Griess foi possível mensurar a produção de NO2 em cada grupo 

tanto na infecção inicial quanto tardia. A figura 15 representa graficamente os dados obtidos 

neste experimento.  

A concentração de óxido nítrico nos pulmões não houve significância estatística 

tanto na infecção inicial quanto tardia para todos os grupos (Figura 15A). Na infecção inicial, 

no fígado também não houve níveis significativos da produção de óxido nítrico para todos os 

grupos (Figura 15B). Em contra partida na infecção tardia os grupos que receberam o 

tratamento somente com Celecoxibe e tratamento combinado tiveram níveis significativos 

maiores da concentração de óxido nítrico em relação aos animais infectados e não tratados e 

em relação ao grupo tratado somente com Itraconazol (Figura 15B).  

Na infecção inicial no baço não houve níveis significativos da concentração de óxido 

nítrico para todos os grupos (Figura 15C). Entretanto, na infecção inicial percebe que há uma 

redução da concentração de NO2 nos animais tratados somente com Celecoxibe em relação 

aos animais infectados, tratados com Itraconazol e com o tratamento combinado (Figura 15C).   

Interessantemente no omento/pâncreas na infecção inicial observa que os animais 

infectados e não tratados apresentaram níveis significativamente maiores de NO em relação 

aos demais grupos (Figura 15D). O mesmo evento ocorre na infecção tardia (Figura 15D). Os 

resultados mostraram que não houve significância estatística ao comparar somente os animais 

que receberam os diferentes tratamentos tanto na infecção inicial quanto tardia.  

Os resultados apresentados sugerem que na fase inicial da infecção há uma baixa 

concentração da produção de óxido nítrico nos seguintes órgãos pulmão, fígado e baço, mas 

no omento/pâncreas há uma produção significativa maior. O omento/pâncreas é órgão de 

choque neste modelo de infecção, portanto sugerindo que nos animais infectados e não 

tratados as células tentam controlar o processo infecioso. Já nos animais que receberam os 

diferentes tratamentos e em especial o tratamento combinado sugere que a infecção já está 

controlada mesmo sendo na infecção inicial. Podendo inferir que o tratamento está atuando de 

forma efetiva nesta fase inicial da infecção.  
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Figura 15 - Concentração de óxido nítrico do sobrenadante de macerado de órgãos dos animais infectados por 

via intraperitoneal com Pb 18 durante 15 dias de infecção e tratamento e 120 dias de infecção e 

tratamento. 
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Fonte: Do autor (2022). 

Legenda: Grupo não infectados e não tratados (NI+NT). Grupo infectado com Pb 18 e não tratado (Pb 18). 

Grupo infectado e tratado com Celecoxibe (6 mg/Kg). Grupo infectado e tratado com Itraconazol (Pb 

18 + I) (3 mg/Kg). Grupo infectado e tratado com Celecoxibe + Itraconazol (6 mg/Kg) (3 mg/Kg), 

respectivamente. Os resultados para cada grupo estão representados como média ± erro padrão da 

média. Diferença estatística entre os grupos (@) p<0,05 entre Pb 18 vs os diferentes tratamentos e 

(**) p<0,05 entre os diferentes tratamentos, teste Two Way ANOVA, pós teste de Tukey. Os testes 

foram realizados em triplicata. 

 

5.7 Concentração de citocinas 

 

O perfil de citocinas produzidas após infecção por P. brasiliensis seguido ou não dos 

tratamentos foi analisado a partir de dosagens de sua concentração em sobrenadantes de 

macerados de órgãos, conforme mostra as figuras 16 a 21. 
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5.7.1 Concentração de IL-12 

A figura 16 mostra os resultados encontrados através da dosagem da citocina IL-12 

em diferentes órgãos. Ao analisar os dados da infecção inicial (15 dias), percebemos que nos 

pulmões os animais que receberam tratamento somente com Celecoxibe tiveram menores 

concentrações de IL-12 em relação aos demais grupos. Os resultados de infecção tardia 

mostraram que os animais tratados somente com Celecoxibe e Itraconazol apresentaram altas 

concentrações de IL-12 em relação aos demais grupos. Os animais que recebeu o tratamento 

combinado apresentaram menores concentrações de IL-12 em relação aos animais que 

receberam os diferentes tratamentos (Figura 16A). 

Analisando os dados da infecção inicial no fígado os animais tratados somente com 

Itraconazol apresentaram maiores concentrações de IL-12 em relação aos demais. Já, na 

infecção tardia os animais que recebeu o tratamento combinado apresentaram menores 

concentrações de IL-12 em relação aos demais (Figura 16B).  

Analisando os resultados da dosagem da citocina IL-12 no baço todos os animais que 

receberam os diferentes tratamentos apresentaram menores concentrações desta citocina na 

infecção inicial. Na infecção tardia os animais que recebeu o tratamento combinado 

apresentaram menores concentrações de IL-12 em relação aos demais grupos (Figura 16C).  

Na infecção inicial no omento/pâncreas foi possível perceber que todos os animais 

que receberam os diferentes tratamentos apresentaram menores concentrações de IL-12 em 

relação aos animais infectados e não tratados. Os animais tratados somente com Celecoxibe 

apresentou menores concentrações desta citocina em relação aos diferentes grupos que 

receberam os tratamentos. Por fim, na infecção tardia os animais tratados somente com 

Itraconazol e com tratamento combinado apresentaram menores concentrações desta citocina 

em relação aos demais (Figura 16D).  

Estes resultados demonstraram que todos os órgãos dos animais infectados e não 

tratados na infecção inicial tiveram altas concentrações de IL-12. Desta forma, sugerindo um 

efeito imunomodulatório desta citocina. Já na fase tardia de infecção, os resultados mostraram 

que somente no pulmão os animais infectados e não tratados apresentaram menores 

concentrações desta citocina. Tal resultado pode sugerir que o fungo pode estar influenciado 

na secreção desta citocina na fase tardia nos pulmões e permitindo a sua disseminação, o que 

de fato poderia estar agravando o quadro infecioso.  

Em contrapartida os animais com tratamento combinado apresentaram também 

menores concentrações desta citocina na fase inicial e também na fase tardia de infecção. 

Nesta situação, pode sugerir que o tratamento combinado foi capaz de modular a produção 
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desta citocina em todos os órgãos. Sendo assim, inferindo que houve uma redução de células 

fúngicas teciduais. A contagem do número de células fúngicas viáveis (CFU), pode reforçar 

esta hipótese. 

 

Figura 16 - Concentração de IL-12 do sobrenadante de macerado de órgãos dos animais infectados por via 

intraperitoneal com Pb 18 durante 15 dias de infecção e tratamento e 120 dias de infecção e 

tratamento. 
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Fonte: Do autor (2022). 

Legenda: Grupo não infectados e não tratados (NI+NT). Grupo infectado com Pb 18 e não tratado (Pb 18). 

Grupo infectado e tratado com Celecoxibe (6 mg/Kg). Grupo infectado e tratado com Itraconazol (Pb 

18 + I) (3 mg/Kg). Grupo infectado e tratado com Celecoxibe + Itraconazol (6 mg/Kg) (3 mg/Kg), 

respectivamente. Os resultados para cada grupo estão representados como média ± erro padrão da 

média. Diferença estatística entre os grupos (@) p<0,05 entre Pb 18 vs os diferentes tratamentos e 

(***) p<0,001 entre os diferentes tratamentos, teste Two Way ANOVA, pós teste de Tukey. Os testes 

foram realizados em triplicata. 

 

5.7.2 Concentração de IL-17 

 

Em relação à concentração da citocina IL-17, os resultados são apresentados na 

figura 17. Na fase inicial da infecção nos pulmões os animais tratados somente Itraconazol e 

tratamento combinado apresentaram altas concentrações desta citocina. Portanto, sendo 

significativamente estatístico em relação aos animais infectados e não tratados e aos 

diferentes tratamentos (p<0,05) (p<0,001) respectivamente. Na infecção tardia os animais 
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com tratamento combinado apresentaram menores concentrações de IL-17 em relação aos 

animais infectados e não tratados e somente com Celecoxibe (Figura 17A). 

No fígado somente os animais tratados com Celecoxibe apresentaram menores 

concentrações desta citocina em relação aos demais na fase inicial da infecção. Já na fase 

tardia também percebeu este mesmo resultado. Também, houve um aumento significativo na 

concentração desta citocina nos animais tratados somente com Itraconazol em relação aos 

demais com tratamentos distintos (Figura 17B).  

Na infecção inicial no baço os animais tratados somente com Celecoxibe 

apresentaram menores concentrações de IL-17 em relação aos animais infectados e não 

tratados e aos que receberam diferentes tratamentos. Na fase tardia também é possível 

perceber este mesmo resultado. Houve um aumento significativo de IL-17 nos animais que 

recebeu somente o tratamento com Itraconazol em relação aos animais infectados e não 

tratados (Figura 17C).  

Ao analisar os resultados da dosagem de IL-17 no omento/pâncreas na fase inicial 

todos os animais que receberam tratamentos distintos apresentaram maiores concentrações 

desta citocina em relação aos animais infectados e não tratados. Analisando os diferentes 

tratamentos, os animais que receberam o tratamento combinado apresentaram menores 

concentrações desta citocina em relação aos demais. Na fase tardia da infecção curiosamente 

houve uma redução significativa desta citocina em todos os grupos de animais que receberam 

os distintos tratamentos em relação aos animais infectados e não tratados (Figura 17D).  
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Figura 17 - Concentração de IL-17 do sobrenadante de macerado de órgãos dos animais infectados por via 

intraperitoneal com Pb 18 durante 15 dias de infecção e tratamento e 120 dias de infecção e 

tratamento. 
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Fonte: Do autor (2022). 

Legenda: Grupo não infectados e não tratados (NI+NT). Grupo infectado com Pb 18 e não tratado (Pb 18). 

Grupo infectado e tratado com Celecoxibe (6 mg/Kg). Grupo infectado e tratado com Itraconazol (Pb 

18 + I) (3 mg/Kg). Grupo infectado e tratado com Celecoxibe + Itraconazol (6 mg/Kg) (3 mg/Kg), 

respectivamente. Os resultados para cada grupo estão representados como média ± erro padrão da 

média. Diferença estatística entre os grupos (@) p<0,05 entre Pb 18 vs os diferentes tratamentos e 

(***) p<0,001 entre os diferentes tratamentos, teste Two Way ANOVA, pós teste de Tukey. Os testes 

foram realizados em triplicata. 

 

5.7.3 Concentração de GM-CSF 

 

Os resultados da concentração da citocina GM-CSF são mostrados na figura 18. Foi 

observado nos pulmões na infecção inicial que os animais tratados somente com Itraconazol e 

com o tratamento combinado apresentaram concentrações significativamente maiores em 

relação aos demais grupos. Ao analisar a infecção tardia, houve uma redução significativa nos 

animais que foram tratados com a combinação de fármacos em relação aos animais infectados 

e não tratados (Figura 18A). 

No fígado, na infecção inicial houve uma redução significativa da concentração de 

GM-CSF nos animais tratados somente com Celecoxibe ao comprar com os demais. 
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Analisando a infecção tardia também há uma redução desta citocina nos animais tratados 

somente com Celecoxibe, em relação aos demais. Os animais que recebeu o tratamento 

combinado também foram significativamente menores a concentração desta citocina em 

relação aos demais grupos (Figura 18B).  

Observando os resultados apresentados pela dosagem desta citocina no baço na fase 

inicial há uma redução nos animais tratados somente com Celecoxibe e um aumento nos 

animais que receberam o tratamento combinado. Observando os resultados apresentados na 

fase tardia da infecção houve uma redução significativa desta citocina nos animais somente 

tratados com Celecoxibe e um aumento significativo nos animais tratados somente com 

Itraconazol em relação aos demais (Figura 18C).  

Na fase inicial no omento/pâncreas há um aumento significativo da concentração de 

GM-CSF em todos os grupos que receberam distintos tratamentos em relação aos animais 

infectados e não tratados. Na fase tardia foi possível perceber que ocorreu o contrário (Figura 

18D). 

Os resultados apresentados na dosagem da concentração desta citocina em todos os 

órgãos o tratamento foi capaz de imunomodular a concentração de GM-CSF. Na fase inicial 

da infecção os animais infectados e não tratados a concentração desta citocina em todos os 

órgãos foi menor do que em relação a fase tardia. Isto, sugere que esta citocina tem uma maior 

participação na resposta imune quando a infecção é crônica. Os animais que receberam o 

tratamento combinado na fase inicial há uma maior concentração de GM-CSF com exceção 

do fígado.  

Em contrapartida na fase tardia há uma redução, sendo, muito semelhante aos 

resultados apresentados pelos animais sadios. Tal fato, pode sugerir que neste momento da 

infecção pode estar ocorrendo um controle do processo infeccioso e consequentemente da 

resposta imune, no órgão de choque (omento/pâncreas). 
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Figura 18 - Concentração de GM-CSF do sobrenadante de macerado de órgãos dos animais infectados por via 

intraperitoneal com Pb 18 durante 15 dias de infecção e tratamento e 120 dias de infecção e 

tratamento. 
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Fonte: Do autor (2022). 

Legenda: Grupo não infectados e não tratados (NI+NT). Grupo infectado com Pb 18 e não tratado (Pb 18). 

Grupo infectado e tratado com Celecoxibe (6 mg/Kg). Grupo infectado e tratado com Itraconazol (Pb 

18 + I) (3 mg/Kg). Grupo infectado e tratado com Celecoxibe + Itraconazol (6 mg/Kg) (3 mg/Kg), 

respectivamente. Os resultados para cada grupo estão representados como média ± erro padrão da 

média. Diferença estatística entre os grupos (@) p<0,05 entre Pb 18 vs os diferentes tratamentos e 

(***) p<0,001 entre os diferentes tratamentos, teste Two Way ANOVA, pós teste de Tukey. Os testes 

foram realizados em triplicata. 

 

5.7.4 Concentração de IL-4 

 

A citocina IL-4 foi dosada em diferentes órgãos como mostra os resultados da figura 

19. Na fase inicial da infecção os pulmões os resultados mostraram que houve uma redução 

significativa desta citocina nos animais que receberam somente o tratamento com Celecoxibe. 

Notou que houve um aumento significativo desta citocina nos animais que receberam o 

tratamento combinado. Na fase tardia também observou este aumento em relação aos animais 

infectados e não tratados (Figura 19A).  

Os resultados encontrados no fígado mostraram que houve uma redução significativa 

de IL-4 nos animais com tratamento combinado na fase inicial da infecção em relação aos 

demais. Tais resultados também podem ser observados na fase tardia da infecção (Figura 

19B). 
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No baço os animais com o tratamento combinado também foram capazes de reduzir a 

concentração de IL-4 na fase inicial da infecção ao comparar com os demais. Na fase tardia os 

diferentes tratamentos também reduziram a concentração desta citocina ao comparar com os 

animais infectados e não tratados (Figura 19C).  

Curiosamente no omento/pâncreas na fase inicial da infecção houve uma redução 

significativa em relação aos animais infectados e não tratados. Na fase tardia não houve 

significância estatística entre os diferentes tratamentos em relação aos animais infectados e 

não tratados (Figura 19D). 

 

Figura 19: Concentração de IL-4 do sobrenadante de macerado de órgãos dos animais infectados por via 

intraperitoneal com Pb 18 durante 15 dias de infecção e tratamento e 120 dias de infecção e 

tratamento. 
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Fonte: Do autor (2022). 

Legenda: Grupo não infectados e não tratados (NI+NT). Grupo infectado com Pb 18 e não tratado (Pb 18). 

Grupo infectado e tratado com Celecoxib (6 mg/Kg). Grupo infectado e tratado com Itraconazol (Pb 

18 + I) (3 mg/Kg). Grupo infectado e tratado com Celecoxibe + Itraconazol (6 mg/Kg) (3 mg/Kg), 

respectivamente. Os resultados para cada grupo estão representados como média ± erro padrão da 

média. Diferença estatística entre os grupos (@) p<0,05 entre Pb 18 vs os diferentes tratamentos e 

(***) p<0,001 entre os diferentes tratamentos, teste Two Way ANOVA, pós teste de Tukey. Os testes 

foram realizados em triplicata. 
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5.7.5 Concentração de KC (IL-8) 

 

A citocina KC (IL-8) foi dosada em diferentes órgãos conforme mostra a figura 20. 

Na fase inicial da infecção, nos pulmões, houve uma redução significativa da concentração 

desta citocina nos animais tratados com Celecoxibe em relação aos demais. Na fase tardia 

também foi observada esta redução neste grupo de animais e também nos animais infectados e 

não tratados. Os animais tratados somente com Itraconazol e com o tratamento combinado na 

fase tardia houve um aumento significativo da concentração desta citocina em relação aos 

demais. A concentração desta citocina foi menor em todos os animais na fase tardia da 

infecção (Figura 20A).  

No fígado observa-se que há um aumento significativo da concentração de KC (IL-8) 

nos animais tratados com a combinação de fármacos, tanto na fase inicial quanto tardia da 

infecção. Uma redução da concentração de KC (IL-8) nos animais tratados somente com 

Itraconazol também na fase inicial da infecção (Figura 20B).  

No baço houve um aumento da concentração desta citocina em todos os animais que 

receberam os diferentes tratamentos na fase inicial da infecção. Ao analisar os resultados da 

fase tardia houve uma redução da concentração desta citocina em todos os animais tratados 

com os diferentes tratamentos em relação aos animais infectados e não tratados. Na fase tardia 

observou um aumento significativo da concentração de KC (IL-8) e nos animais tratados 

somente com Celecoxibe em relação aos demais (Figura 20C).  

Já no omento/pâncreas na fase inicial há uma redução da concentração desta citocina 

nos animais tratados com Celecoxibe e somente com Itraconazol em relação aos demais. Na 

fase tardia curiosamente foi observado uma redução significativa da concentração de KC (IL-

8) em todos os animais que receberam os diferentes tipos de tratamento comparado com os 

animais infectados e não tratados (Figura 20D).  
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Figura 20 - Concentração de KC do sobrenadante de macerado de órgãos dos animais infectados por via 

intraperitoneal com Pb 18 durante 15 dias de infecção e tratamento e 120 dias de infecção e 

tratamento. 
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Fonte: Do autor (2022). 

Legenda: Grupo não infectados e não tratados (NI+NT). Grupo infectado com Pb 18 e não tratado (Pb 18). 

Grupo infectado e tratado com Celecoxib (6 mg/Kg). Grupo infectado e tratado com Itraconazol (Pb 

18 + I) (3 mg/Kg). Grupo infectado e tratado com Celecoxibe + Itraconazol (6 mg/Kg) (3 mg/Kg), 

respectivamente. Os resultados para cada grupo estão representados como média ± erro padrão da 

média. Diferença estatística entre os grupos (@) p<0,05 entre Pb 18 vs os diferentes tratamentos e 

(***) p<0,001 entre os diferentes tratamentos, teste Two Way ANOVA, pós teste de Tukey. Os testes 

foram realizados em triplicata. 

 

5.7.6 Concentração de IFN-y 

 

A figura 21 mostra os resultados encontrados através da dosagem da citocina IFN-y 

em diferentes órgãos. Ao analisar os dados da infecção inicial (15 dias), percebemos que nos 

pulmões os animais que receberam tratamento somente com Celecoxibe tiveram menores 

concentrações de IFN-y em relação aos demais grupos. Os resultados de infecção tardia 

mostraram que os animais tratados somente com Celecoxibe e Itraconazol apresentaram altas 

concentrações de IFN-y em relação aos demais grupos. Os animais que recebeu o tratamento 

combinado apresentaram menores concentrações de IFN-y em relação aos animais que 

receberam os diferentes tratamentos (Figura 21A). 
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Analisando os dados da infecção inicial no fígado os animais tratados somente com 

Itraconazol apresentaram maiores concentrações de IFN-y em relação aos demais. Já, na 

infecção tardia os animais que recebeu o tratamento combinado apresentaram menores 

concentrações de IFN-y em relação aos demais (Figura 21B).  

Analisando os resultados da dosagem da citocina IFN-y no baço todos os animais 

que receberam os diferentes tratamentos apresentaram menores concentrações desta citocina 

na infecção inicial. Na infecção tardia os animais que recebeu o tratamento combinado 

apresentaram menores concentrações de IFN-y em relação aos demais grupos (Figura 21C).  

Na infecção inicial no omento/pâncreas foi possível perceber que todos os animais 

que receberam os diferentes tratamentos apresentaram menores concentrações de IFN-y em 

relação aos animais infectados e não tratados. Os animais tratados somente com Celecoxibe 

apresentou menores concentrações desta citocina em relação aos diferentes grupos que 

receberam os tratamentos. Por fim, na infecção tardia os animais tratados somente com 

Itraconazol e com tratamento combinado apresentaram menores concentrações desta citocina 

em relação aos demais (Figura 21D).  

Estes resultados demonstraram que todos os órgãos dos animais infectados e não 

tratados na infecção inicial tiveram altas concentrações de IFN-y. Desta forma, sugerindo um 

efeito imunomodulatório desta citocina. Já na fase tardia de infecção, os resultados mostraram 

que somente no pulmão os animais infectados e não tratados apresentaram menores 

concentrações desta citocina. Tal resultado pode sugerir que o fungo pode estar influenciado 

na secreção desta citocina na fase tardia nos pulmões e permitindo a sua disseminação, o que 

de fato poderia estar agravando o quadro infecioso.  

Em contrapartida os animais com tratamento combinado apresentaram também 

menores concentrações desta citocina na fase inicial e também na fase tardia de infecção. 

Nesta situação, pode sugerir que o tratamento combinado foi capaz de modular a produção 

desta citocina em todos os órgãos. Sendo assim, inferindo que houve uma redução de células 

fúngicas teciduais. A contagem do número de células fúngicas viáveis (CFU), pode reforçar 

esta hipótese. 
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Figura 21 - Concentração de IFN-y do sobrenadante de macerado de órgãos dos animais infectados por via 

intraperitoneal com Pb 18 durante 15 dias de infecção e tratamento e 120 dias de infecção e 

tratamento. 
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Fonte: Do autor (2022).  

Legenda: Grupo não infectados e não tratados (NI+NT). Grupo infectado com Pb 18 e não tratado (Pb 18). 

Grupo infectado e tratado com Celecoxibe (6 mg/Kg). Grupo infectado e tratado com Itraconazol (Pb 

18 + I) (3 mg/Kg). Grupo infectado e tratado com Celecoxibe + Itraconazol (6 mg/Kg) (3 mg/Kg), 

respectivamente. Os resultados para cada grupo estão representados como média ± erro padrão da 

média. Diferença estatística entre os grupos (@) p<0,05 entre Pb 18 vs os diferentes tratamentos e 

(***) p<0,001 entre os diferentes tratamentos, teste Two Way ANOVA, pós teste de Tukey. Os testes 

foram realizados em triplicata. 

 

5.8 Análise histológica geral dos órgãos na infecção inicial (15 dias)  

 

5.8.1 Análise histopatológica geral dos pulmões dos animais infectados e infectados e 

tratados  

 

Os aspectos histológicos foram analisados com o intuito de avaliar as características 

das lesões e verificar se os tratamentos foram capazes de minimizá-las (Figura 22). Através da 

análise histopatológica dos pulmões os animais não infectados e não tratados (NI+NT), 

apresentaram aspectos morfológicos dentro da normalidade.  

Ao analisar as lâminas obtidas de material coletado de animais apenas infectados 

com Pb 18 notou intenso processo inflamatório. Há espaçamento dos septos alveolares e 
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colapso alveolar. Observou acúmulo de leucócitos mononucleares e polimorfonucleares no 

espaço alveolar. Também há presença de vasos distribuídos pelo tecido, com presença de 

granulomas e formas fúngicas. No grupo tratado com Celecoxibe (Pb18 + C) observou 

moderado processo inflamatório. Há espaçamento de septos e colapso alveolar. Ainda há, 

acúmulo de leucócitos mononucleares e polimorfonucleares no espaço alveolar e alguns 

granulomas e fungos. No grupo tratado com Itraconazol (Pb18 + I) a histologia mostrou 

pouco processo inflamatório, com poucas áreas de espaçamento alveolar e dos septos. 

Verifica-se pouca quantidade de granulomas e fungos (Figura 23). Já no grupo com 

tratamento combinado (Pb 18 + I + C) há pouco processo inflamatório, granuloma e fungos 

(Figura 23). Não há espaçamento de septos alveolares e colapso alveolar (Figura 22). 
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Figura 21 - Análise histopatológica das lesões granulomatosas em pulmões dos animais infectados por via 

intraperitoneal com Pb 18 aos 15 dias de infecção e tratamento. 

 
 

Fonte: Do autor (2022). 

Legenda: Grupo não infectados e não tratados (NI+NT). Grupo infectado com Pb 18 e não tratado (Pb 18). 

Grupo infectado e tratado com Celecoxibe (Pb 18 + C). Grupo infectado e tratado com Itraconazol (Pb 

18 + I). Grupo infectado e tratado com Celecoxibe + Itraconazol (Pb 18 + C + I), respectivamente. 

Microscopia de campo claro (coloração: hematoxilina-eosina/HE). Aumento: NI+NT, 200 μm = 

400X; Pb18, 100 μm = 100X e 200 μm = 400X; Pb18 + C 100 μm = 100X e 200 μm = 400X; Pb18 + 

I, 100 μm = 100X; Pb18 + C + I, 100 μm = 100X. 
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Figura 22 - Análise quanto à presença de fungos em pulmões nos animais infectados por via intraperitoneal com 

Pb 18 durante 15 dias de infecção e tratamento. 

 

 

Fonte: Do autor (2022). 

Legenda: Grupo não infectados e não tratados (NI+NT). Grupo infectado com Pb 18 e não tratado (Pb 18). 

Grupo infectado e tratado com Celecoxibe (Pb 18 + C). Grupo infectado e tratado com Itraconazol (Pb 

18 + I). Grupo infectado e tratado com Celecoxibe + Itraconazol (Pb 18 + C + I), respectivamente. 

100 μm 
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Microscopia de campo claro (coloração: tricrômico de gomori). Aumento: NI+NT, 100 μm = 1 00X; 

Pb18, 100 μm = 100X; Pb18 + C 100 μm = 100X; Pb18 + I, 100 μm = 100X; Pb18 + C + I, 200 μm = 

400X. 

 

5.8.2 Análise histopatológica geral do fígado dos animais infectados e infectados e 

tratados  

 

Os aspectos histológicos do fígado dos animais não infectados e não tratados 

(NI+NT), mostraram dentro da normalidade. Já os animais infectados com Pb18 há hipertrofia 

de hepatócitos e com cordões celulares bem espaçados e dilatação do espaço sinusal. Também 

há presença de vários focos de processo inflamatório e com algumas áreas de necrose e 

congestão vascular. As células inflamatórias presentes são neutrófilos em sua maioria, 

podendo ser encontradas ao redor do granuloma e em vários pontos distribuídos pelo tecido. 

Verificou-se intensa quantidade de fungos (Figura 24) e (Figura 25). 

Os animais tratados com Celecoxibe (Pb18 + C) percebeu poucas áreas de 

hipertrofia, cordões celulares bem espaçados e dilatação do espaço sinusal. Há focos de 

inflamação e presença de fungos (Figura 25). Em algumas áreas há presença de granuloma. Já 

os animais tratados com Itraconazol (Pb 18 + I) ainda há algumas áreas de hipertrofia de 

hepatócitos e com cordões celulares bem espaçados e dilatação do espaço sinusal. Pode ser 

observado em algumas áreas do tecido processo inflamatório. As células inflamatórias podem 

ser encontradas ao redor dos granulomas e também presença de necrose e moderada 

quantidade de células fúngicas (Figura 25). Por fim, os animais com tratamento combinado 

(Pb 18 + I + C) há poucas áreas com hipertrofia de hepatócitos. Os cordões celulares não 

estão espaçados e pouca dilatação do espaço sinusal. Há poucos focos de inflamação, 

granulomas, fungos (Figura 25) e vasos (Figura 24). 
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Figura 23 - Análise histopatológica das lesões granulomatosas no fígado dos animais infectados por via 

intraperitoneal com Pb 18 aos 15 dias de infecção e tratamento.  

 

Fonte: Do autor (2022). 

Legenda: Grupo não infectados e não tratados (NI+NT). Grupo infectado com Pb 18 e não tratado (Pb 18). 

Grupo infectado e tratado com Celecoxibe (Pb 18 + C). Grupo infectado e tratado com Itraconazol (Pb 

18 + I). Grupo infectado e tratado com Celecoxibe + Itraconazol (Pb 18 + C + I), respectivamente. 

Microscopia de campo claro (coloração: hematoxilina-eosina/HE). Aumento: NI+NT, 100 μm = 

100X; Pb18, 100 μm = 100X e 200 μm = 400X; Pb18 + C 100 μm = 100X; Pb18 + I, 100 μm = 100X 

e 200 μm = 400X; Pb18 + C + I, 100 μm = 100X.  
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Figura 24 - Análise quanto à presença de fungos no fígado nos animais infectados por via intraperitoneal com Pb 

18 durante 15 dias de infecção e tratamento. 

 

 
Fonte: Do autor (2022). 

Legenda: Grupo não infectados e não tratados (NI+NT). Grupo infectado com Pb 18 e não tratado (Pb 18). 

Grupo infectado e tratado com Celecoxibe (Pb 18 + C). Grupo infectado e tratado com Itraconazol (Pb 

18 + I). Grupo infectado e tratado com Celecoxibe + Itraconazol (Pb 18 + C + I), respectivamente. 

Microscopia de campo claro (coloração: tricrômico de gomori). Aumento: NI+NT, 100 μm = 100X; 

Pb18, 100 μm = 100X e 200 μm = 400X; Pb18 + C 100 μm = 100X; Pb18 + I, 100 μm = 100X; Pb18 

+ C + I, 100 μm = 100X.  
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5.8.3 Análise histopatológica geral do baço dos animais infectados e infectados e tratados  

 

Os aspectos histológicos do baço nos animais não infectados e não tratados (NI+NT), 

mostraram dentro da normalidade. Os animais infectados e não tratados (Pb18) há presença de 

granulomas com intenso número de fungos (Figura 27), necrose e perda da integridade da 

cápsula esplênica. Há também perda da integridade das trabéculas e da rede interligada de 

sinusóides esplênicos. Nota-se presença de congestão vascular neste órgão. Os animais 

tratados com Celecoxibe (Pb 18 + C) os padrões histológicos se assemelham aos dos animais 

infectados e não tratados (Figura 26). 

Os animais tratados com Itraconazol (Pb18 + I) há pouca quantidade de granulomas e 

fungos (Figura 27). A integridade da cápsula esplênica está um pouco preservada e as 

trabéculas e rede normais, com algumas áreas de congestão vascular. Já os animais com 

tratamento combinado (Pb18 + I + C) os padrões histológicos são de pouca quantidade de 

granulomas e de fungos com morfologia preservada (Figura 27), há integridade da cápsula 

esplênica e poucas áreas com necrose e congestão vascular (Figura 26). 
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Figura 25 - Análise histopatológica das lesões granulomatosas no baço dos animais infectados por via 

intraperitoneal com Pb 18 aos 15 dias de infecção e tratamento.  

 

 
Fonte: Do autor (2022). 

Legenda: Grupo não infectados e não tratados (NI+NT). Grupo infectado com Pb 18 e não tratado (Pb 18). 

Grupo infectado e tratado com Celecoxibe (Pb 18 + C). Grupo infectado e tratado com Itraconazol (Pb 

18 + I). Grupo infectado e tratado com Celecoxibe + Itraconazol (Pb 18 + C + I), respectivamente. 

Microscopia de campo claro (coloração: hematoxilina-eosina/HE). Aumento: NI+NT, 200 μm = 
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400X; Pb18, 100 μm = 100X e 200 μm = 400X; Pb18 + C 100 μm = 100X; Pb18 + I, 100 μm = 100X; 

Pb18 + C + I, 100 μm = 100X.  

 

Figura 26 - Análise quanto à presença de fungos no baço nos animais infectados por via intraperitoneal com Pb 

18 durante 15 dias de infecção e tratamento. 

 

 
Fonte: Do autor (2022). 

Legenda: Grupo não infectados e não tratados (NI+NT). Grupo infectado com Pb 18 e não tratado (Pb 18). 

Grupo infectado e tratado com Celecoxibe (Pb 18 + C). Grupo infectado e tratado com Itraconazol (Pb 

18 + I). Grupo infectado e tratado com Celecoxibe + Itraconazol (Pb 18 + C + I), respectivamente. 

Microscopia de campo claro (coloração: tricrômico de gomori). Aumento: NI+NT, 100 μm = 100X; 

Pb18, 100 μm = 100X; Pb18 + C 200 μm = 400X; Pb18 + I, 200 μm = 400X; Pb18 + C + I, 100 μm = 

100X. 
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5.8.4 Análise histopatológica geral do omento/pâncreas dos animais infectados e 

infectados e tratados 
 

Os aspectos histológicos do baço nos animais não infectados e não tratados (NI+NT), 

mostraram dentro da normalidade. Nos animais infectados e não tratados (Pb18) verificou 

intensa quantidade de células fúngicas com morfologia preservada. Entremeio aos adipócitos 

presença de congestão vascular e as células mesoteliais se apresentam em cordões bem 

espaçados, presença de intensa quantidade de vasos distribuídos pelo tecido e com presença 

de granulomas (Figura 28). 

Os animais tratados com Celecoxibe (Pb 18 + C) verificou vários focos de processo 

inflamatório. Notou presença de células fúngicas. Entremeio aos adipócitos presença de várias 

áreas de congestão vascular. As células mesoteliais apresentaram em cordões bem espaçados. 

Há grande quantidade de capilares distribuídos e presença de granulomas. Os animais tratados 

com Itraconazol (Pb 18 + I) observou alguns focos de inflamação e pouca quantidade de 

fungos (Figura 29). Também notou presença de adipócitos com morfologia normais, áreas de 

congestão vascular e as células mesoteliais apresentaram cordões com pouco espaçamento e 

moderada quantidade de capilares distribuídos entre os cordões celulares, com poucos 

granulomas. Por fim, os animais com tratamento combinado (Pb 18 + I + C) há pouco 

processo inflamatório, fungos (Figura 29) e granulomas. As células mesoteliais apresentaram 

em padrões celulares bem definidos e adipócitos com morfologia normais. Os capilares 

apresentaram aspectos regulares distribuídos entre os cordões celulares (Figura 28). 
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Figura 27 - Análise histopatológica das lesões granulomatosas no omento/pâncreas dos animais infectados por 

via intraperitoneal com Pb 18 aos 15 dias de infecção e tratamento. 

 
Fonte: Do autor (2022). 

Legenda: Grupo não infectados e não tratados (NI+NT). Grupo infectado com Pb 18 e não tratado (Pb 18). 

Grupo infectado e tratado com Celecoxibe (Pb 18 + C). Grupo infectado e tratado com Itraconazol (Pb 

18 + I). Grupo infectado e tratado com Celecoxibe + Itraconazol (Pb 18 + C + I), respectivamente. 

Microscopia de campo claro (coloração: hematoxilina-eosina/HE). Aumento: NI+NT, 100 μm = 

100X; Pb18, 100 μm = 100X; Pb18 + C 100 μm = 100X; Pb18 + I, 100 μm = 100X e 200 μm = 400X; 

Pb18 + C + I, 100 μm = 100X e 200 μm = 400X.  
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Figura 28 - Análise quanto à presença de fungos no omento/pâncreas nos animais infectados por via 

intraperitoneal com Pb 18 durante 15 dias de infecção e tratamento 

 

 
Fonte: Do autor (2022).  

Legenda: Pb 18 e não tratado (Pb 18). Grupo infectado e tratado com Celecoxibe (Pb 18 + C). Grupo infectado e 

tratado com Itraconazol (Pb 18 + I). Grupo infectado e tratado com Celecoxibe + Itraconazol (Pb 18 + 

C + I), respectivamente. Microscopia de campo claro (coloração: tricrômico de gomori). Aumento: 

NI+NT, 100 μm = 100X; Pb18, 100 μm = 100X; Pb18 + C 200 μm = 400X; Pb18 + I, 200 μm = 

400X; Pb18 + C + I, 100 μm = 100X. 
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5.9 Análise da presença de fibras de colágeno dos animais infectados e infectados e tratados 

por 15 dias 

 

A presença de fibras de colágeno tecidual foi avaliada nos animais com 15 dias de 

infecção e tratamento. Os animais não infectados e não tratados (NI+NT) apresentaram baixa 

densidade de fibras de colágeno no tecido de todos os órgãos e com maior predominância na 

região perivascular (Figuras 30, 31, 32 e 33).  

Os animais infectados e não tratados (Pb18) mostraram que no baço há um aumento 

da cápsula esplênica pela presença de fibras de colágeno e também uma maior predominância 

ao redor do granuloma (Figura 30). No fígado há baixa densidade de fibras de colágeno, com 

maior predominância e organização perivascular e ao redor do granuloma (Figura 31). Nos 

pulmões pouca quantidade de fibras de colágeno entremeio aos pneumócitos (Figura 32) e no 

omento/pâncreas, notou uma moderada quantidade de fibras de colágeno e com maior 

predominância também ao redor do granuloma (Figura 33).  

Os animais infectados e tratados com Celecoxibe (Pb18 + C) o baço apresentou 

aumento também da cápsula esplênica pelas fibras de colágeno e maior predominância ao 

redor do granuloma (Figura 30). No fígado observou baixa densidade de fibras de colágeno e 

com maior predominância e organização ao redor do granuloma e perivascular (Figura 31). 

Nos pulmões foi observado pouca quantidade de fibras de colágeno ao redor dos pneumócitos 

e maior predominância perivascular (Figura 32). No omento/pâncreas notou moderada 

quantidade de fibras entremeio ao tecido e com maior predominância ao redor também do 

granuloma (Figura 33).  

Os animais infectados e tratados com Itraconazol (Pb18 + I) o baço apresentou 

aumento também da cápsula esplênica pela presença de fibras de colágeno e há uma maior 

predominância delas ao redor dos granulomas (Figura 30). No fígado notou baixa densidade 

de fibras de colágeno e com maior predominância e organização perivascular e ao redor do 

granuloma (Figura 31). Nos pulmões observou pouca quantidade de fibras de colágeno 

entremeio aos pneumócitos e com maior predominância perivascular (Figura 32). No 

omento/pâncreas há uma moderada quantidade de fibras de colágeno entremeio ao tecido e 

com maior predominância ao redor do granuloma (Figura 33).  

Os animais infectados e tratados com Celecoxibe + Itraconazol (Pb18 + C+ I) o baço 

apresentou pouca quantidade de fibras de colágeno na cápsula esplênica e baixa densidade no 

tecido (Figura 30). No fígado também observou baixa densidade de fibras sendo estas finas 

entremeio ao tecido e com distribuição predominantemente perivascular (Figura 31). Nos 
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pulmões há pouca quantidade de fibras de colágeno e com maior predominância perivascular 

(Figura 32). No omento/pâncreas também há pouca quantidade de fibras de colágeno no 

tecido e com maior predominância ao redor do granuloma (Figura 33).  
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Figura 29 -Análise da presença das fibras de colágeno do baço dos animais infectados por via intraperitoneal 

com Pb 18 durante 15 dias de infecção e tratamento. 

 

 
Fonte: Do autor (2022). 

Legenda: Grupo não infectados e não tratados (NI+NT). Grupo infectado com Pb 18 e não tratado (Pb 18). 

Grupo infectado e tratado com Celecoxibe (Pb 18 + C). Grupo infectado e tratado com Itraconazol (Pb 

18 + I). Grupo infectado e tratado com Celecoxibe + Itraconazol (Pb 18 + C + I), respectivamente. 

Microscopia de campo claro (coloração: picros sirius red). Aumento: NI+NT, 200 μm = 400X; Pb18, 

200 μm = 400X; Pb18 + C 100 μm = 100X; Pb18 + I, 100 μm = 100X; Pb18 + C + I, 100 μm = 100X. 
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Figura 30 - Análise da presença das fibras de colágeno do fígado dos animais infectados por via intraperitoneal 

com Pb 18 durante 15 dias de infecção e tratamento. 

 

 
Fonte: Do autor (2022). 

Legenda: Grupo não infectados e não tratados (NI+NT). Grupo infectado com Pb 18 e não tratado (Pb 18). 

Grupo infectado e tratado com Celecoxibe (Pb 18 + C). Grupo infectado e tratado com Itraconazol (Pb 

18 + I). Grupo infectado e tratado com Celecoxibe + Itraconazol (Pb 18 + C + I), respectivamente. 

Microscopia de campo claro (coloração: picros sirius red). Aumento: NI+NT, 100 μm = 100X; Pb18, 

100 μm = 100X; Pb18 + C 100 μm = 100X; Pb18 + I, 100 μm = 100X; Pb18 + C + I, 100 μm = 

100X. 
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Figura 31 - Análise da presença das fibras de colágeno dos pulmões dos animais infectados por via 

intraperitoneal com Pb 18 durante 15 dias de infecção e tratamento. 

 

 
Fonte: Do autor (2022). 

Legenda: Grupo não infectados e não tratados (NI+NT). Grupo infectado com Pb 18 e não tratado (Pb 18). 

Grupo infectado e tratado com Celecoxibe (Pb 18 + C). Grupo infectado e tratado com Itraconazol (Pb 

18 + I). Grupo infectado e tratado com Celecoxibe + Itraconazol (Pb 18 + C + I), respectivamente. 

Microscopia de campo claro (coloração: picros sirius red). Aumento: NI+NT, 100 μm = 100X; Pb18, 

100 μm = 100X; Pb18 + C 100 μm = 100X; Pb18 + I, 100 μm = 100X; Pb18 + C + I, 100 μm = 

100X. 
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Figura 32 - Análise da presença das fibras de colágeno no omento/pâncreas dos animais infectados por via 

intraperitoneal com Pb 18 durante 15 dias de infecção e tratamento. 

 
Fonte: Do autor (2022). 

Legenda: Grupo não infectados e não tratados (NI+NT). Grupo infectado com Pb 18 e não tratado (Pb 18). 

Grupo infectado e tratado com Celecoxibe (Pb 18 + C). Grupo infectado e tratado com Itraconazol (Pb 

18 + I). Grupo infectado e tratado com Celecoxibe + Itraconazol (Pb 18 + C + I), respectivamente. 

Microscopia de campo claro (coloração: picros sirius red). Aumento: NI+NT, 100 μm = 100X; Pb18, 

100 μm = 100X; Pb18 + C 100 μm = 100X; Pb18 + I, 100 μm = 100X; Pb18 + C + I, 100 μm = 

100X. 
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5.10 Análise histológica geral dos órgãos na infecção tardia (120 dias)  

 

5.10.1 Análise histopatológica geral dos pulmões dos animais infectados e infectados e 

tratados por 120 dias 

 

Os aspectos histológicos foram analisados com o intuito de avaliar as características 

das lesões e de verificar se os tratamentos foram capazes de minimizá-las. Os aspectos 

histológicos dos pulmões nos animais não infectados e não tratados (NI+NT), mostraram 

dentro da normalidade (Figura 34).  

Os animais infectados e não tratados (Pb18) há intenso processo inflamatório, com 

espessamento dos septos alveolares e com congestão vascular. Há acúmulo de 

polimorfonucleares no espaço alveolar e presença de granuloma e pouca quantidade de fungos 

(Figura 35). Os animais tratados com Celecoxibe (Pb18 + C) verificou moderada quantidade 

de processo inflamatório, poucas áreas de espessamento de septos alveolares e de congestão 

vascular. Há pouca presença de granulomas, fungos (Figura 35) e moderada quantidade de 

polimorfonucleares no espaço alveolar. Os animais tratados com Itraconazol (Pb18 + I) há 

pouca quantidade de processo inflamatório, áreas de espessamento de septos alveolares e de 

congestão vascular. Também há pouca presença de granulomas, fungos (Figura 35) e de 

polimorfonucleares no espaço alveolar. Por fim, os animais tratados com Celecoxibe e 

Itraconazol (Pb18 + C + I) também há pouca quantidade de processo inflamatório e áreas de 

espessamento de septos alveolares. Há pouca presença de granulomas e fungos (Figura 35) 

pelo tecido (Figura 34). 
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Figura 33 - Análise histopatológica das lesões granulomatosas em pulmões dos animais infectados por via 

intraperitoneal com Pb 18 aos 120 dias de infecção e tratamento. 

 

 
Fonte: Do autor (2022). 

Legenda: Grupo não infectados e não tratados (NI+NT). Grupo infectado com Pb 18 e não tratado (Pb 18). 

Grupo infectado e tratado com Celecoxibe (Pb 18 + C). Grupo infectado e tratado com Itraconazol (Pb 

18 + I). Grupo infectado e tratado com Celecoxibe + Itraconazol (Pb 18 + C + I), respectivamente. 

Microscopia de campo claro (coloração: hematoxilina-eosina/HE). Aumento: NI+NT, 100 μm = 
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100X; Pb18, 100 μm = 100X e 200 μm = 400X; Pb18 + C 100 μm = 100X; Pb18 + I, 100 μm = 100X; 

Pb18 + C + I, 100 μm = 100X.   
 

Figura 34 - Análise quanto à presença de fungos nos pulmões nos animais infectados por via intraperitoneal com 

Pb 18 durante 120 dias de infecção e tratamento. 

 
Fonte: Do autor (2022). 

Legenda: Grupo não infectados e não tratados (NI+NT). Grupo infectado com Pb 18 e não tratado (Pb 18). 

Grupo infectado e tratado com Celecoxibe (Pb 18 + C). Grupo infectado e tratado com Itraconazol (Pb 

18 + I). Grupo infectado e tratado com Celecoxibe + Itraconazol (Pb 18 + C + I), respectivamente. 

Microscopia de campo claro (coloração: tricrômico de gomori). Aumento: NI+NT, 100 μm = 100X; 

Pb18, 100 μm = 100X; Pb18 + C, 200 μm = 400X; Pb18 + I, 200 μm = 400X; Pb18 + C + I, 200 μm = 

400X.   
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5.10.2 Análise histopatológica geral do fígado dos animais infectados e infectados 

tratados por 120 dias 

 

Os aspectos histológicos do fígado os animais não infectados e não tratados 

(NI+NT), mostraram dentro da normalidade (Figura 36). A análise histológica do fígado os 

animais infectados e não tratados (Pb18) mostram áreas de hipertrofia de hepatócitos, com 

cordões espaçados. Há várias áreas com processo inflamatório e congestão vascular. As 

células inflamatórias presentes podem ser encontradas ao redor do granuloma e em vários 

pontos do tecido. As células fúngicas podem ser encontradas com maior frequência dentro do 

granuloma. Os granulomas apresentam uma estrutura fechada. As células inflamatórias em 

sua maioria são polimorfornucleares (Figura 36).  

Analisando os aspectos histológicos do fígado dos animais infectados e tratados com 

Celecoxibe (Pb18 + C) há poucas áreas de hipertrofia e cordões celulares espaçados. Há 

poucos focos de inflamação pelo tecido e áreas de congestão vascular. As células 

inflamatórias são constituídas em sua maioria por polimorfonucleares. Há pouca quantidade 

de granulomas e de fungos (Figura 37). Os granulomas se apresentam como uma estrutura 

fechada. Os animais infectados e tratados com Itraconazol (Pb18 + I) também há poucas áreas 

de hipertrofia de hepatócitos, com cordões celulares espaçados e dilatação do espaço sinusal. 

Há poucas áreas com processo inflamatório e em sua maioria são formados por 

polimorfonucleares. As células inflamatórias podem ser encontradas ao redor do granuloma. 

Há pouca quantidade de granulomas e fungos (Figura 37). Os fungos podem ser encontrados 

dentro dos granulomas que se apresentam em estrutura fechada. Por fim, os animais com 

tratamento combinado (Pb18 + C + I) também há poucas áreas de hipertrofia, cordões 

espaçados e dilatação. Há pouco foco de inflamação e granulomas que se apresentam também 

como estruturas fechadas. Há pouca quantidade de fungos pelo tecido (Figura 37) e dentro dos 

granulomas (Figura 36). 
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Figura 35 - Análise histopatológica das lesões granulomatosas no fígado dos animais infectados por via 

intraperitoneal com Pb 18 aos 120 dias de infecção e tratamento. 

 

 
Fonte: Do autor (2022). 

Legenda: Grupo não infectados e não tratados (NI+NT). Grupo infectado com Pb 18 e não tratado (Pb 18). 

Grupo infectado e tratado com Celecoxibe (Pb 18 + C). Grupo infectado e tratado com Itraconazol (Pb 

18 + I). Grupo infectado e tratado com Celecoxibe + Itraconazol (Pb 18 + C + I), respectivamente. 

Microscopia de campo claro (coloração: hematoxilina-eosina/HE). Aumento: NI+NT, 100 μm = 
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100X; Pb18, 100 μm = 100X e 200 μm = 400X; Pb18 + C, 100 μm = 100X e 200 μm = 400X; Pb18 + 

I, 100 μm = 100X e 200 μm = 400X; Pb18 + C + I, 100 μm = 100X.   
 

Figura 36 - Análise quanto à presença de fungos no fígado nos animais infectados por via intraperitoneal com Pb 

18 durante 120 dias de infecção e tratamento. 

 
Fonte: Do autor (2022). 

Legenda: Grupo não infectados e não tratados (NI+NT). Grupo infectado com Pb 18 e não tratado (Pb 18). 

Grupo infectado e tratado com Celecoxibe (Pb 18 + C). Grupo infectado e tratado com Itraconazol (Pb 

18 + I). Grupo infectado e tratado com Celecoxibe + Itraconazol (Pb 18 + C + I), respectivamente. 

Microscopia de campo claro (coloração: tricrômico de gomori). Aumento: NI+NT, 100 μm = 100X; 

Pb18, 100 μm = 100X; Pb18 + C, 100 μm = 100X; Pb18 + I, 200 μm = 400X; Pb18 + C + I, 200 μm = 

400X.   
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5.10.3 Análise histopatológica geral do baço dos animais infectados e infectados e 

tratados por 120 dias 

 

Os aspectos histológicos do baço nos animais não infectados e não tratados (NI+NT), 

mostraram dentro da normalidade (Figura 38). Analisando o tecido do baço dos animais 

infectados e não tratados (Pb18) há presença de granulomas e com intenso número de fungos 

(Figura 39). Verificou áreas de fibrose, há perda da integridade da cápsula esplênica, 

trabéculas e da rede interligada de sinusóides (Figura 38).  

Os animais infectados e tratados com Celecoxibe (Pb 18 + C) ainda há presença de 

granulomas e com intenso número de fungos (Figura 39) e áreas de fibrose. Há perda da 

integridade da cápsula esplênica, trabéculas e rede interligada de sinusoídes esplênicos. Os 

aspectos histológicos dos animais infectados e tratados com Itraconazol (Pb18 + I) há pouca 

quantidade de granulomas e células fúngicas. A integridade da cápsula esplênica em alguns 

pontos do tecido não está preservada. Há algumas áreas de fibrose tecidual. As trabéculas e 

rede esplênica estão normais. Por fim, os animais com tratamento combinado (Pb18 + C + I) 

há pouca quantidade de granulomas e presença de fungos (Figura 39). A integridade da 

cápsula esplênica está dentro dos padrões de normalidade. As trabéculas e rede esplênica 

também estão normais. Há poucas áreas de fibrose tecidual (Figura 38). 
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Figura 37 - Análise histopatológica das lesões granulomatosas no baço dos animais infectados por via 

intraperitoneal com Pb 18 aos 120 dias de infecção e tratamento. 

 
Fonte: Do autor (2022). 

Legenda: Grupo não infectados e não tratados (NI+NT). Grupo infectado com Pb 18 e não tratado (Pb 18). 

Grupo infectado e tratado com Celecoxibe (Pb 18 + C). Grupo infectado e tratado com Itraconazol (Pb 

18 + I). Grupo infectado e tratado com Celecoxibe + Itraconazol (Pb 18 + C + I), respectivamente. 

Microscopia de campo claro (coloração: hematoxilina-eosina/HE). Aumento: NI+NT, 100 μm = 

100X; Pb18, 100 μm = 100X; Pb18 + C, 100 μm = 100X; Pb18 + I, 100 μm = 100X e 200 μm = 

400X; Pb18 + C + I, 100 μm = 100X. 
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Figura 38 - Análise quanto à presença de fungos no baço nos animais infectados por via intraperitoneal com Pb 

18 durante 120 dias de infecção e tratamento. 

 

 
Fonte: Do autor (2022). 

Legenda: Grupo não infectados e não tratados (NI+NT). Grupo infectado com Pb 18 e não tratado (Pb 18). 

Grupo infectado e tratado com Celecoxibe (Pb 18 + C). Grupo infectado e tratado com Itraconazol (Pb 

18 + I). Grupo infectado e tratado com Celecoxibe + Itraconazol (Pb 18 + C + I), respectivamente. 

Microscopia de campo claro (coloração: tricrômico de gomori). Aumento: NI+NT, 100 μm = 100X; 

Pb18, 100 μm = 100X; Pb18 + C, 200 μm = 400X; Pb18 + I, 100 μm = 100X; Pb18 + C + I, 200 μm = 

400X. 
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5.10.4 Análise histopatológica geral do omento/pâncreas dos animais infectados e 

infectados e tratados por 120 dias 

 

Os aspectos histológicos do omento/pâncreas dos animais não infectados e não 

tratados (NI+NT), mostraram dentro da normalidade (Figura 40). Os animais infectados e não 

tratados (Pb18) ainda há vários focos de processo inflamatório e moderada quantidade de 

fungos (Figura 41). As células mesoteliais apresentaram cordões espaçados. Há vários 

distribuídos pelo tecido e há granulomas. Os animais infectados e tratados com Celecoxibe 

(Pb18 + C) há moderada quantidade de células fúngicas (Figura 41) e inflamação. Notou 

células mesoteliais em cordões poucos espaçados. Moderada quantidade de vasos e 

granulomas. Não foi evidenciado tecido fibroso. Os animais tratados com Itraconazol (Pb18 + 

I) também há moderada quantidade de células fúngicas (Figura 41) e focos de inflamação. As 

células mesoteliais apresentaram cordões pouco espaçados. Há moderada quantidade de vasos 

e não foi evidenciado focos de fibrose. Por fim, os animais com tratamento combinado (Pb18 

+ C + I) há presença de algumas células inflamatórias. Notou pouca quantidade de células 

fúngicas. Os adipócitos estão com morfologia normais. As células mesoteliais apresentaram 

cordões bem definidos. Os vasos com aspectos normais e distribuídos entre os cordões 

celulares. Há pouca quantidade de granulomas e não foi evidenciado tecido fibroso (Figura 

40). 
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Figura 39: Análise histopatológica das lesões granulomatosas no omento/pâncreas dos animais infectados por via 

intraperitoneal com Pb 18 aos 120 dias de infecção e tratamento. 

 

 
Fonte: Do autor (2022).  

Legenda: Grupo não infectados e não tratados (NI+NT). Grupo infectado com Pb 18 e não tratado (Pb 18). 

Grupo infectado e tratado com Celecoxibe (Pb 18 + C). Grupo infectado e tratado com Itraconazol (Pb 

18 + I). Grupo infectado e tratado com Celecoxibe + Itraconazol (Pb 18 + C + I), respectivamente. 

Microscopia de campo claro (coloração: hematoxilina-eosina/HE). Aumento: NI+NT, 100 μm = 

100X; Pb18, 100 μm = 100X; Pb18 + C, 100 μm = 100X; Pb18 + I, 100 μm = 100X e 200 μm = 

400X; Pb18 + C + I, 100 μm = 100X. 
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Figura 40: Análise quanto à presença de fungos no omento/pâncreas nos animais infectados por via 

intraperitoneal com Pb 18 durante 120 dias de infecção e tratamento. 

 

 
Fonte: Do autor (2022). 

Legenda: Grupo não infectados e não tratados (NI+NT). Grupo infectado com Pb 18 e não tratado (Pb 18). 

Grupo infectado e tratado com Celecoxibe (Pb 18 + C). Grupo infectado e tratado com Itraconazol (Pb 

18 + I). Grupo infectado e tratado com Celecoxibe + Itraconazol (Pb 18 + C + I), respectivamente. 

Microscopia de campo claro (coloração: tricrômico de gomori). Aumento: NI+NT, 100 μm = 100X; 

Pb18, 100 μm = 100X; Pb18 + C, 200 μm = 400X; Pb18 + I, 200 μm = 400X; Pb18 + C + I, 200 μm = 

400X. 
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5.11 Análise da presença de fibras de colágeno dos animais infectados e infectados e tratados 

por 120 dias 

 

A presença de fibras de colágeno tecidual foi avaliada nos animais com 120 dias de 

infecção e tratamento. Os animais não infectados e não tratados (NI + NT) apresentaram 

dentro dos padrões de normalidade no tecido de todos os órgãos (Figuras 42, 43, 44 e 45). 

Os animais infectados e não tratados (Pb18) no baço observou um aumento da 

cápsula esplênica causado pelas fibras de colágeno. Há uma maior predominância entremeio 

ao tecido e ao redor do granuloma (Figura 42). No fígado os animais apresentaram um 

aumento da densidade de fibras de colágeno intersticial e distribuído ao redor dos hepatócitos 

e há uma maior concentração ao redor do granuloma. Em alguns pontos do tecido se 

apresentam mais espessas (Figura 43). Nos pulmões houve um aumento de fibras de colágeno 

intersticial entremeio aos alvéolos pulmonares. Ao redor do granuloma há uma maior 

predominância de fibras de colágeno (Figura 44). No omento/pâncreas há alta densidade de 

fibras de colágeno entremeio ao tecido. Há uma maior predominância ao redor do granuloma 

(Figura 45).  

Os animais infectados e tratados com Celecoxibe (Pb18 + C) no baço há um aumento 

da quantidade de fibras de colágeno entremeio ao tecido e ao redor do granuloma. A cápsula 

esplênica se apresenta dentro dos padrões de normalidade. A densidade das fibras é fina 

(Figura 42). No fígado há pouca quantidade de fibras de colágeno no interstício do tecido e 

estas se apresentam finas. Ao redor do granuloma estão em maior predominância e 

organização (Figura 43). Nos pulmões também há um aumento de fibras de colágeno 

intersticial. Ao redor dos granulomas há uma maior organização e na região perivascular 

(Figura 44). No omento/pâncreas há uma moderada quantidade de fibras de colágeno 

entremeio ao tecido. Há uma maior predominância ao redor do granuloma (Figura 45).  

Os animais infectados e tratados com Itraconazol (Pb 18 + I) no baço, há um 

aumento da quantidade de fibras de colágeno entremeio ao tecido e maior predominância ao 

redor do granuloma. A cápsula esplênica apresentou dentro dos padrões de normalidade 

(Figura 42). No fígado há moderada quantidade de fibras de colágeno intersticial. Ao redor do 

granuloma notou maior organização de fibras de colágeno (Figura 43). Nos pulmões há 

moderada quantidade de fibras de colágeno intersticial e perivascular (Figura 44). No 

omento/pâncreas há moderada quantidade de fibras de colágeno entremeio ao tecido. Há 

maior predominância e organização ao redor do granuloma (Figura 45).  

Os animais infectados e tratados com Celecoxibe + Itraconazol (Pb 18 + C + I) no 
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baço há pouca quantidade de fibras de colágeno entremeio ao tecido. Há maior predominância 

e organização ao redor do granuloma. A cápsula esplênica se apresenta dentro dos padrões de 

normalidade e a densidade das fibras de colágeno são finas (Figura 42). No fígado há baixa 

densidade de fibras finas de colágeno no tecido e com maior predominância perivascular e ao 

redor de alguns granulomas (Figura 43). Nos pulmões há moderada quantidade de fibras de 

colágeno entremeio aos alvéolos pulmonares e perivascular (Figura 44). No omento/pâncreas 

há pouca quantidade de fibras de colágeno entremeio ao tecido. Há uma maior predominância 

ao redor dos granulomas e perivascular (Figura 45). 
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Figura 41 - Análise da presença das fibras de colágeno no baço dos animais infectados por via intraperitoneal 

com Pb 18 durante 120 dias de infecção e tratamento. 

 
Fonte: Do autor (2022). 

Legenda: Grupo não infectados e não tratados (NI+NT). Grupo infectado com Pb 18 e não tratado (Pb 18). 

Grupo infectado e tratado com Celecoxibe (Pb 18 + C). Grupo infectado e tratado com Itraconazol (Pb 

18 + I). Grupo infectado e tratado com Celecoxibe + Itraconazol (Pb 18 + C + I), respectivamente. 

Microscopia de campo claro (coloração: picros sirius red). Aumento: NI+NT, 100 μm = 100X; Pb18, 

100 μm = 100X; Pb18 + C, 100 μm = 100X; Pb18 + I, 100 μm = 100X; Pb18 + C + I, 100 μm = 

100X. 
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Figura 42 - Análise da presença das fibras de colágeno no fígado dos animais infectados por via intraperitoneal 

com Pb 18 durante 120 dias de infecção e tratamento. 

 

 
Fonte: Do autor (2022). 

Legenda: Grupo não infectados e não tratados (NI+NT). Grupo infectado com Pb 18 e não tratado (Pb 18). 

Grupo infectado e tratado com Celecoxibe (Pb 18 + C). Grupo infectado e tratado com Itraconazol (Pb 

18 + I). Grupo infectado e tratado com Celecoxibe + Itraconazol (Pb 18 + C + I), respectivamente. 

Microscopia de campo claro (coloração: picros sirius red). Aumento: NI+NT, 100 μm = 100X; Pb18, 

100 μm = 100X; Pb18 + C, 100 μm = 100X; Pb18 + I, 100 μm = 100X; Pb18 + C + I, 100 μm = 

100X. 
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Figura 43 - Análise da presença das fibras de colágeno nos pulmões dos animais infectados por via 

intraperitoneal com Pb 18 durante 120 dias de infecção e tratamento. 

 

 
Fonte: Do autor (2022). 

Legenda: Grupo não infectados e não tratados (NI+NT). Grupo infectado com Pb 18 e não tratado (Pb 18). 

Grupo infectado e tratado com Celecoxibe (Pb 18 + C). Grupo infectado e tratado com Itraconazol (Pb 

18 + I). Grupo infectado e tratado com Celecoxibe + Itraconazol (Pb 18 + C + I), respectivamente. 

Microscopia de campo claro (coloração: picros sirius red). Aumento: NI+NT, 100 μm = 100X; Pb18, 

100 μm = 100X; Pb18 + C, 100 μm = 100X; Pb18 + I, 100 μm = 100X; Pb18 + C + I, 100 μm = 

100X.  
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Figura 44 - Análise da presença das fibras de colágeno no omento/pâncreas dos animais infectados por via 

intraperitoneal com Pb 18 durante 120 dias de infecção e tratamento. 

 

 
Fonte: Do autor (2022). 

Legenda: Grupo não infectados e não tratados (NI+NT). Grupo infectado com Pb 18 e não tratado (Pb 18). 

Grupo infectado e tratado com Celecoxibe (Pb 18 + C). Grupo infectado e tratado com Itraconazol (Pb 

18 + I). Grupo infectado e tratado com Celecoxibe + Itraconazol (Pb 18 + C + I), respectivamente. 

Microscopia de campo claro (coloração: picros sirius red). Aumento: NI+NT, 100 μm = 100X; Pb18, 

100 μm = 100X; Pb18 + C, 100 μm = 100X; Pb18 + I, 100 μm = 100X; Pb18 + C + I, 100 μm = 

100X. 
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5.12 Análise histológica geral dos rins dos animais infectados e infectados e tratados por 15 

dias e 120 dias 

 

Ao realizar a análise histológica de todos os animais infectados e infectados e 

tratados com 15 dias, notou que os aspectos histológicos estão dentro da normalidade ao se 

comparar com os animais não infectados (NI + NT) (Figura 46).  

 

Figura 45 - Análise histológica dos rins dos animais infectados por via intraperitoneal com Pb 18 durante 15 dias 

de infecção e tratamento. 

 

Fonte: Do autor (2022). 

Legenda: Grupo não infectados e não tratados (NI+NT). Grupo infectado com Pb 18 e não tratado (Pb 18). 

Grupo infectado e tratado com Celecoxibe (Pb 18 + C). Grupo infectado e tratado com Itraconazol (Pb 

18 + I). Grupo infectado e tratado com Celecoxibe + Itraconazol (Pb 18 + C + I), respectivamente. 

Microscopia de campo claro (coloração: hematoxilina-eosina/HE). Nota-se que os aspectos 

histológicos estão dentro da normalidade para todos os grupos de animais. Imagem em destaque 

mostra os corpúsculos renais. Aumento: NI+NT, 200 μm = 400X; Pb18, 100 μm = 100X e 200 μm = 

400X; Pb18 + C, 100 μm = 100X; Pb18 + I, 100 μm = 100X; Pb18 + C + I, 100 μm = 100X. 

 

Ao realizar a análise histológica de todos os animais infectados e infectados e 

tratados com 120 dias, notou que os aspectos histológicos estão dentro da normalidade ao se 
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comparar com os animais não infectados (NI + NT) (Figura 47).  

 

Figura 46 - Análise histológica dos rins dos animais infectados por via intraperitoneal com Pb 18 durante 120 

dias de infecção e tratamento. 

 
Fonte: Do autor (2022). 

Legenda: Grupo não infectados e não tratados (NI+NT). Grupo infectado com Pb 18 e não tratado (Pb 18). 

Grupo infectado e tratado com Celecoxibe (Pb 18 + C). Grupo infectado e tratado com Itraconazol (Pb 

18 + I). Grupo infectado e tratado com Celecoxibe + Itraconazol (Pb 18 + C + I), respectivamente. 

Microscopia de campo claro (coloração: hematoxilina-eosina). Nota-se que os aspectos histológicos 

estão dentro da normalidade para todos os grupos de animais. Imagem em destaque mostra os 

corpúsculos renais. Aumento: NI+NT, 200 μm = 400X; Pb18, 100 μm = 100X; Pb18 + C, 100 μm = 

100X; Pb18 + I, 100 μm = 100X; Pb18 + C + I, 100 μm = 100X e 200 μm = 400X.  
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5.12 Análise quantitativa e imunomarcação do omento/pâncreas dos animais infectados e 

infectados e tratados por 15 dias e 120 dias 

 

A expressão de IgM em omento/pâncreas de animais infectados e tratados por 15 

dias pode ser observado na Figura 48A. Os resultados mostraram que os animais infectados e 

não tratados apresentam um número menor de células positivas para marcação com IgM em 

relação aos diferentes tratamentos. Os animais que receberam o tratamento combinado 

apresentaram um número maior de células positivas para a marcação com IgM e com 

significância estatística.  

Ao realizar as análises de imunolocalização das células marcadas com IgM nos 

diferentes grupos de animais, os resultados mostraram que nos animais infectados e não 

tratados (Pb 18) as marcações positivas para IgM se mostraram mais distantes dos granulomas 

e com uma fraca positividade. Ao observar os animais tratados com Celecoxibe (Pb 18 + C) 

nota que as células marcadas se apresentam ao redor das lesões e são mais prevalentes nas 

células inflamatórias. Há uma marcação positiva mais intensa perinuclear nos 

polimorfonucleares. Nos animais tratados com Itraconazool (Pb 18 + I) também observa as 

células marcadas ao redor das lesões. No entanto há uma imunoreatividade mais intensa neste 

grupo de animais em relação aos animais infectados e não tratados e aos tratados somente 

com Celecoxibe. Já nos animais tratados com Itraconazol e Celecoxibe (Pb 18 + I + C) 

apresenta um número maior de área tecidual imunorreativa. Além disso, a imunolocalização 

destas células também são encontradas ao redor das lesões (Figura 48).   
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Figura 47 - Análise quantitativa e imunolocalização da reação de imunohistoquímica para detecção da expressão 

de IgM no omento/pâncreas dos animais infectados por via intraperitoneal com Pb 18 durante 15 dias 

de infecção e tratamento. 

 

Fonte: do autor 

Legenda: A – Os resultados para cada grupo estão representados como média ± erro padrão da média. Diferença 

estatística entre os grupos (@) p<0,05 entre Pb 18 vs os diferentes tratamentos e (***) p<0,001 entre 

os diferentes tratamentos, teste Two Way ANOVA, pós teste de Tukey. Os testes foram realizados 

em triplicata. Grupo não infectados e não tratados (NI+NT). Grupo infectado com Pb 18 e não 

tratado (Pb 18). Grupo infectado e tratado com Celecoxibe (Pb 18 + C). Grupo infectado e tratado 

com Itraconazol (Pb 18 + I). Grupo infectado e tratado com Celecoxibe + Itraconazol (Pb 18 + C + 

I), respectivamente. Aumento: Pb18, 200 μm = 400X; Pb18 + C, 200 μm = 400X; Pb18 + I, 200 μm 

= 400X; Pb18 + C + I, 200 μm = 400X. 
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A expressação de IgM no omento/pâncreas aos 120 dias de infecção pode ser 

observado na figura 49A. Os resultados mostraram que nos animais infectados e não tratados 

apresentaram um maior número de células marcadas em relação aos demais grupos. Ao 

observar os dados dos animais que receberam os diferentes tratamentos não houve 

significância estatística entre eles.  

Em relação a imunolocalização das células marcadas com IgM, conforme pode ser 

observado na Figura 49, os animais infectados e não tratados há uma maior predominância de 

células com marcações positivas fracas próximas as lesões. Em relação aos animais que 

receberam os diferentes tratamentos pode-se observar que nos animais tratados somente com 

Celecoxibe as células marcadas mais prevalentes são as células inflamatórias. Além disso, 

observou que há uma marcação perinuclear nestas células. Já nos animais que foram tratados 

com Itraconazol e a combinação de Itraconazol e Celecoxibe há poucas células 

imunomarcadas e com fraca positividade (Figura 49).  
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Figura 48 - Análise quantitativa e imunolocalização da reação de imunohistoquímica para detecção da expressão 

de IgM no omento/pâncreas dos animais infectados por via intraperitoneal com Pb 18 durante 120 dias 

de infecção e tratamento. 

 

 

Fonte: Do autor (2022).  

Legenda: A – Os resultados para cada grupo estão representados como média ± erro padrão da média. Diferença 

estatística entre os grupos (@) p<0,05 entre Pb 18 vs os diferentes tratamentos e (***) p<0,001 entre 

os diferentes tratamentos, teste Two Way ANOVA, pós teste de Tukey. Os testes foram realizados em 

triplicata. Grupo não infectados e não tratados (NI+NT). Grupo infectado com Pb 18 e não tratado (Pb 

18). Grupo infectado e tratado com Celecoxibe (Pb 18 + C). Grupo infectado e tratado com 

Itraconazol (Pb 18 + I). Grupo infectado e tratado com Celecoxibe + Itraconazol (Pb 18 + C + I), 

respectivamente. Aumento: Pb18, 200 μm = 400X; Pb18 + C, 200 μm = 400X; Pb18 + I, 200 μm = 

400X; Pb18 + C + I, 200 μm = 400X. 
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A expressão de IgG em omento/pâncreas de animais infectados e tratados por 15 dias 

pode ser observado na Figura 50A. Os dados mostram que os animais infectados e tratados 

com somente Celecoxibe e infectados e tratados com a combinação de fármacos tiveram um 

maior número de células positivas para marcação com IgG em relação aos demais grupos. Em 

relação aos animais tratados somente com Itraconazol os dados mostram que há um número 

significativamente maior de células positivas para marcação com IgG em relação aos animais 

infectados e não tratados. Ao observar os resultados obtidos pelos animais que receberam o 

tratamento combinado estes tiveram um número significativamente maior de células positivas 

para IgG em relação a todos os grupos de animais.  

Ao observar a imunolocalização das células imunomarcadas com IgG nos diferentes 

grupos de animais, os resultados mostraram que os animais infectados e não tratados tiveram 

uma fraca positividade das células marcadas e estando distantes do granuloma. Já nos animais 

que receberam o tratamento com Celecoxib (Pb 18 + C) há um número maior de células 

imunomarcadas em relação aos animais infectados e não tratados. As células marcadas se 

apresentam ao redor das lesões e em sua maioria são polimorfonucleares e a marcação é mais 

prevalente perinuclear. Nos animais com tratamento com Itraconazol (Pb 18 + I) há um 

número significativo de células imunomarcadas e estas também estão localizadas próximas as 

lesões. Por fim, nos animais com tratamento combinado (Pb 18 + C + I) há um intenso 

número de células imunomarcadas e a marcação destas células é prevalente na região 

perinuclear das células (Figura 50).  
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Figura 49 - Análise quantitativa e imunolocalização da reação de imunohistoquímica para detecção da expressão 

de IgG no epíplon/pâncreas dos animais infectados por via intraperitoneal com Pb 18 durante 15 

dias de infecção e tratamento. 

 

Fonte: Do autor (2022) 

Legenda: A – Os resultados para cada grupo estão representados como média ± erro padrão da média. Diferença 

estatística entre os grupos (@) p<0,05 entre Pb 18 vs os diferentes tratamentos e (***) p<0,001 

entre os diferentes tratamentos, teste Two Way ANOVA, pós teste de Tukey. Os testes foram 

realizados em triplicata. Grupo não infectados e não tratados (NI+NT). Grupo infectado com Pb 18 

e não tratado (Pb 18). Grupo infectado e tratado com Celecoxibe (Pb 18 + C). Grupo infectado e 

tratado com Itraconazol (Pb 18 + I). Grupo infectado e tratado com Celecoxibe + Itraconazol (Pb 
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18 + C + I), respectivamente. Aumento: Pb18, 200 μm = 400X; Pb18 + C, 200 μm = 400X; Pb18 + 

I, 200 μm = 400X; Pb18 + C + I, 200 μm = 400X. 

 

Na figura 51A mostra a análise quantitativa das células imunomarcadas no 

omento/pâncreas com 120 dias de infecção. Os resultados mostraram que há um número 

menor de células imunomarcadas nos animais infectados e não tratados em relação animais 

com diferentes tratamentos com 120 dias de infecção. Ao realizar a análise comparativa entre 

os diferentes grupos de animais que foram tratados com 120 dias nota que os animais que 

foram tratados somente com Itraconazol e com o tratamento combinado tiveram um número 

significativo maior em relação aos animais infectados e não tratados e os animais que 

receberam somente o tratamento com Celecoxibe.  

Ao realizar as análises de imunolocalização das células marcadas no 

omento/pâncreas com IgG nos animais com 120 dias de infecção; os resultados mostraram 

que os animais infectados e não tratados as marcações são fracas e distantes dos granulomas e 

sendo prevalente na região perinuclear das células. Nos animais tratados com Celecoxibe (Pb 

18 +C) também há uma fraca positividade, também as marcações estão mais distantes dos 

granulomas, sendo mais prevalentes as células polimorfonucleares. Já nos animais tratados 

com Itraconazol (Pb 18 +I) e nos animais com o tratamento combinado (Pb 18 + I + C) há um 

número maior de células imunorreativas e uma forte positividade nas imunomarcações. As 

células imunomarcadas são polimorfonucleares e as marcações podem ser observadas na 

região perinuclear (Figura 51).   
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Figura 50 - Análise quantitativa e imunolocalização da reação de imunohistoquímica para detecção da expressão 

de IgG no epíplon/pâncreas dos animais infectados por via intraperitoneal com Pb 18 durante 120 

dias de infecção e tratamento. 

 

Fonte: Do autor (2022). 

Legenda: A – Os resultados para cada grupo estão representados como média ± erro padrão da média. Diferença 

estatística entre os grupos (@) p<0,05 entre Pb 18 vs os diferentes tratamentos e (***) p<0,001 

entre os diferentes tratamentos, teste Two Way ANOVA, pós teste de Tukey. Os testes foram 

realizados em triplicata. Grupo não infectados e não tratados (NI+NT). Grupo infectado com Pb 18 

e não tratado (Pb 18). Grupo infectado e tratado com Celecoxibe (Pb 18 + C). Grupo infectado e 

tratado com Itraconazol (Pb 18 + I). Grupo infectado e tratado com Celecoxibe + Itraconazol (Pb 
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18 + C + I), respectivamente. Aumento: Pb18, 200 μm = 400X; Pb18 + C, 200 μm = 400X; Pb18 + 

I, 200 μm = 400X; Pb18 + C + I, 200 μm = 400X. 

 

A expressão de IL-17 em omento/pâncreas de animais infectados e tratados por 15 

dias pode ser observado na Figura 52A. Os dados mostram que os animais infectados e 

tratados com somente Celecoxibe tiveram um maior número de células positivas para 

marcação com IL-17 em relação aos diferentes tratamentos.  

Ao observar a imunolocalização das células imunomarcadas com IL-17 nos 

diferentes grupos de animais, os resultados mostraram que os animais infectados e não 

tratados tiveram uma fraca positividade das células marcadas e estando distantes do 

granuloma. Já nos animais que receberam o tratamento com Celecoxib (Pb 18 + C) há um 

número maior de células imunomarcadas em relação aos animais infectados e não tratados. As 

células marcadas se apresentam ao redor das lesões e em sua maioria são polimorfonucleares 

e a marcação é mais prevalente perinuclear. Já nos animais com tratamento com Itraconazol 

(Pb 18 + I) e tratados com Celecoxibe e Itraconazol (Pb 18 + C + I) há um número menor de 

células imunomarcadas (Figura 52).  
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Figura 51 - Análise quantitativa e imunolocalização da reação de imunohistoquímica para detecção da expressão 

de IL-17 no epíplon/pâncreas dos animais infectados por via intraperitoneal com Pb 18 durante 15 

dias de infecção e tratamento. 

 
Fonte: Do autor (2022). 

Legenda: A – Os resultados para cada grupo estão representados como média ± erro padrão da média. Diferença 

estatística entre os grupos (@) p<0,05 entre Pb 18 vs os diferentes tratamentos e (***) p<0,001 

entre os diferentes tratamentos, teste Two Way ANOVA, pós teste de Tukey. Os testes foram 

realizados em triplicata. Grupo não infectados e não tratados (NI+NT). Grupo infectado com Pb 18 

e não tratado (Pb 18). Grupo infectado e tratado com Celecoxibe (Pb 18 + C). Grupo infectado e 

tratado com Itraconazol (Pb 18 + I). Grupo infectado e tratado com Celecoxibe + Itraconazol (Pb 
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18 + C + I), respectivamente. Aumento: Pb18, 200 μm = 400X; Pb18 + C, 200 μm = 400X; Pb18 + 

I, 200 μm = 400X; Pb18 + C + I, 200 μm = 400X. 

 

A expressão de IL-17 em omento/pâncreas de animais infectados e tratados por 120 

dias pode ser observado na Figura 53A. Os dados mostram que os animais infectados e não 

tratados tiveram um número maior de células imunomarcadas em relação aos diferentes 

tratamentos. Aos observar os dados, os animais tratados somente com Itraconazol tiveram um 

número significativo maior em relação aos demais animais que receberam os diferentes 

tratamentos. Os animais com tratamento combinado apresentaram o menor número de células 

imunomarcadas em relação a todos os grupos de animais.  

Ao observar a imunolocalização das células imunomarcadas com IL-17 nos 

diferentes grupos de animais, os resultados mostraram que os animais infectados e não 

tratados tiveram uma fraca positividade das células marcadas e também estando distantes do 

granuloma. Já nos animais que receberam o tratamento com Celecoxibe (Pb 18 + C) há um 

número menor de células imunomarcadas em relação aos animais infectados e não tratados. 

As células marcadas se apresentam ao redor das lesões e em sua maioria são 

polimorfonucleares e a marcação é mais prevalente perinuclear. Já nos animais com 

tratamento com Itraconazol (Pb 18 + I) há um número significativo de células imunomarcadas 

os animais tratados com Celecoxibe e Itraconazol (Pb 18 + C + I) há um número menor de 

células imunomarcadas em relação aos demais animais (Figura 53).  
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Figura 52 - Análise quantitativa e imunolocalização da reação de imunohistoquímica para detecção da expressão 

de IL-17 no epíplon/pâncreas dos animais infectados por via intraperitoneal com Pb 18 durante 120 

dias de infecção e tratamento. 

 
Fonte: Do autor (2022). 

Legenda: A – Os resultados para cada grupo estão representados como média ± erro padrão da média. Diferença 

estatística entre os grupos (@) p<0,05 entre Pb 18 vs os diferentes tratamentos e (***) p<0,001 

entre os diferentes tratamentos, teste Two Way ANOVA, pós teste de Tukey. Os testes foram 

realizados em triplicata. Grupo não infectados e não tratados (NI+NT). Grupo infectado com Pb 18 

e não tratado (Pb 18). Grupo infectado e tratado com Celecoxibe (Pb 18 + C). Grupo infectado e 

tratado com Itraconazol (Pb 18 + I). Grupo infectado e tratado com Celecoxibe + Itraconazol (Pb 
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18 + C + I), respectivamente. Aumento: Pb18, 200 μm = 400X; Pb18 + C, 200 μm = 400X; Pb18 + 

I, 200 μm = 400X; Pb18 + C + I, 200 μm = 400X. 

 

A expressão de GM-CSF em omento/pâncreas de animais infectados e tratados por 

15 dias pode ser observado na Figura 54A. Os dados mostram que os animais infectados e não 

tratados apresentaram um número significativamente maior de células marcadas em relação 

aos diferentes tratamentos. Aos comparar os diferentes tratamentos os animais tratados 

somente com Itraconazol (Pb 18 + I) tiveram um maior número de células positivas para 

marcação com IL-17 em relação aos diferentes tratamentos.  

Ao observar a imunolocalização das células imunomarcadas com GM-CSF nos 

diferentes grupos de animais, os resultados mostraram que os animais infectados e não 

tratados tiveram uma forte positividade das células marcadas e estas estão próximas ao 

granuloma. Já nos animais que receberam o tratamento com Celecoxibe (Pb 18 + C) há um 

número menor de células imunomarcadas em relação aos animais infectados e não tratados. 

As células marcadas se apresentam ao redor das lesões e em sua maioria são 

polimorfonucleares e a marcação é mais prevalente perinuclear. Já nos animais com 

tratamento com Itraconazol (Pb 18 + I) há uma forte positividade das células marcadas e estas 

estão ao redor da lesão e em relação aos animais tratados com Celecoxibe e Itraconazol (Pb 

18 + C + I) há um número menor de células imunomarcadas, no entanto estas células são em 

sua maior prevalência polimorfonuclear (Figura 54).  
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Figura 53 - Análise quantitativa e imunolocalização da reação de imunohistoquímica para detecção da expressão 

de GMCSF no epíplon/pâncreas dos animais infectados por via intraperitoneal com Pb 18 durante 15 

dias de infecção e tratamento. 

 
Fonte: Do autor (2022). 

Legenda: A – Os resultados para cada grupo estão representados como média ± erro padrão da média. Diferença 

estatística entre os grupos (@) p<0,05 entre Pb 18 vs os diferentes tratamentos e (***) p<0,001 

entre os diferentes tratamentos, teste Two Way ANOVA, pós teste de Tukey. Os testes foram 

realizados em triplicata. Grupo não infectados e não tratados (NI+NT). Grupo infectado com Pb 18 

e não tratado (Pb 18). Grupo infectado e tratado com Celecoxibe (Pb 18 + C). Grupo infectado e 

tratado com Itraconazol (Pb 18 + I). Grupo infectado e tratado com Celecoxibe + Itraconazol (Pb 

18 + C + I), respectivamente. Aumento: Pb18, 200 μm = 400X; Pb18 + C, 200 μm = 400X; Pb18 + 

I, 200 μm = 400X; Pb18 + C + I, 200 μm = 400X. 
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A expressão de GM-CSF em omento/pâncreas de animais infectados e tratados por 

120 dias pode ser observado na Figura 55A. Os dados mostraram que os animais infectados e 

não tratados tiveram um número maior de células imunomarcadas em relação aos diferentes 

tratamentos. Ao observar os dados, os animais com tratamento combinado tiveram um 

número significativo maior em relação aos demais animais que receberam os diferentes 

tratamentos. Os animais com tratamento com Itraconazol apresentaram o menor número de 

células imunomarcadas em relação a todos os grupos de animais.  

Ao observar a imunolocalização das células imunomarcadas com GM-CSF nos 

diferentes grupos de animais, os resultados mostraram que os animais infectados e não 

tratados tiveram uma forte positividade das células marcadas e estando próximas dos 

granulomas. Já nos animais que receberam o tratamento com Celecoxibe (Pb 18 + C) há um 

número menor de células imunomarcadas em relação aos animais infectados e não tratados. 

As células marcadas se apresentam ao redor das lesões e em sua maioria são 

polimorfonucleares e a marcação é mais prevalente também perinuclear. Já nos animais com 

tratamento com Itraconazol (Pb 18 + I) há um número reduzido de células imunomarcadas e 

os animais tratados com Celecoxibe e Itraconazol (Pb 18 + C + I) há um número significativo 

de células imunomarcadas em relação aos demais animais que receberam os diferentes 

tratamentos (Figura 55).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

131 

 

 

 

Figura 54 - Análise quantitativa e imunolocalização da reação de imunohistoquímica para detecção da expressão 

de GMCSF no epíplon/pâncreas dos animais infectados por via intraperitoneal com Pb 18 durante 

120 dias de infecção e tratamento. 

 
Fonte: Do autor (2022). 

Legenda: A – Os resultados para cada grupo estão representados como média ± erro padrão da média. Diferença 

estatística entre os grupos (@) p<0,05 entre Pb 18 vs os diferentes tratamentos e (***) p<0,001 

entre os diferentes tratamentos, teste Two Way ANOVA, pós teste de Tukey. Os testes foram 

realizados em triplicata. Grupo não infectados e não tratados (NI+NT). Grupo infectado com Pb 18 

e não tratado (Pb 18). Grupo infectado e tratado com Celecoxibe (Pb 18 + C). Grupo infectado e 

tratado com Itraconazol (Pb 18 + I). Grupo infectado e tratado com Celecoxibe + Itraconazol (Pb 
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18 + C + I), respectivamente. Aumento: Pb18, 200 μm = 400X; Pb18 + C, 200 μm = 400X; Pb18 + 

I, 200 μm = 400X; Pb18 + C + I, 200 μm = 400X. 

 

5.14 Análise do perfil inflamatório tecidual 

A figura 56 mostra a análise do perfil inflamatório tecidual que foi realizado por 

análises estereológicas. Na fase inicial da infecção nos pulmões dos animais infectados e não 

tratados (Pb18) há um aumento de células inflamatórias teciduais. Nos animais que receberam 

os diferentes tratamentos é possível perceber que houve uma diminuição significativa do 

número destas células e em especial no grupo que recebeu o tratamento combinado. Já fase 

tardia o mesmo se repete para este órgão (Figura 56A). 

Ao analisar o tecido do fígado notou que na fase inicial da infecção há uma redução 

do número de células inflamatórias nos grupos que receberam o tratamento com Itraconazol e 

com o tratamento combinado. Em contrapartida na infecção tardia é possível perceber que 

houve uma redução significativa do número de células nos grupos tratados com Celecoxibe e 

no tratamento combinado (Figura 56B).  

Por fim, no omento/pâncreas na fase inicial da infecção há uma redução do número 

de células inflamatórias no grupo tratado somente com Itraconazol e com o tratamento 

combinando. Na fase tardia da infecção há uma redução significativa do número de células 

inflamatórias em todos os grupos que receberam os diferentes tratamentos e em especial no 

grupo tratado com a combinação de fármacos (Figura 56C).  

A análise do número de células inflamatórias permitiu avaliar o grau de lesão 

tecidual que poderia estar ocorrendo nos diferentes órgãos neste modelo de infecção. A partir 

destes resultados foi possível perceber que o tratamento foi capaz de reduzir a inflamação 

tecidual principalmente no omento/pâncreas na fase tardia da doença. Desta maneira, pode 

sugerir que há um controle do processo infecioso, no qual, pode estar também diminuindo o 

número de células fúngicas no tecido. A diminuição do número de células inflamatórias 

teciduais também pode estar mudando o perfil de citocinas que pode ser encontrado tanto na 

fase inicial quanto tardia da doença.  
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Figura 55 - Perfil inflamatório tecidual de órgãos dos animais infectados por via intraperitoneal com Pb 18 

durante 15 dias de infecção e tratamento e 120 dias de infecção e tratamento. 

1 5  D a y s 1 2 0  D a y s

0

1 0 0 0

2 0 0 0

3 0 0 0

4 0 0 0

5 0 0 0

6 0 0 0
N I+ N T

P b  1 8

P b  1 8 + C

P b  1 8 + I

Q
A

in
f

(c
e

ll
s

/m
m

2
)

P b  1 8 + I+ C

L u n g s

@@
@

**

** *

** **

@ @

@

1 5  D a y s 1 2 0  D a y s

0

2 0 0

4 0 0

6 0 0

8 0 0

1 0 0 0

1 2 0 0

2 0 0 0

3 0 0 0

4 0 0 0

5 0 0 0

6 0 0 0
N I+ N T

P b  1 8

P b  1 8 + C

P b  1 8 + I

Q
A

in
f

(c
e

ll
s

/m
m

2
)

P b  1 8 + I+ C

L iv e r

@
@

@
**

**
** *

@
@

A

B

C

1 5  D a y s 1 2 0  D a y s

0

1 0 0 0

2 0 0 0

3 0 0 0

4 0 0 0

5 0 0 0

6 0 0 0
N I+ N T

P b  1 8

P b  1 8 + C

P b  1 8 + I

Q
A

in
f

(c
e

ll
s

/m
m

2
)

P b  1 8 + I+ C

O m e n tu m

@

@

@

**

** *

**

** *

@

@

 
Fonte: Do autor (2022).  

Legenda: Grupo não infectados e não tratados (NI+NT). Grupo infectado com Pb 18 e não tratado (Pb 18). 

Grupo infectado e tratado com Celecoxibe (6 mg/Kg). Grupo infectado e tratado com Itraconazol (Pb 

18 + I) (3 mg/Kg). Grupo infectado e tratado com Celecoxibe + Itraconazol (6 mg/Kg) (3 mg/Kg), 

respectivamente. Os resultados para cada grupo estão representados como média ± erro padrão da 

média. Diferença estatística entre os grupos (@) p<0,05 entre Pb 18 vs os diferentes tratamentos e 

(***) p<0,001 entre os diferentes tratamentos, teste Two Way ANOVA, pós teste de Tukey. Os testes 

foram realizados em triplicata. 
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O “score” de inflamação foi analisado conforme mostra a figura 57. A partir da 

análise estereológica do número de células inflamatórias foi possível estabelecer o “score” de 

inflamação. Nesta análise realizou a comparação do “score” da fase inicial com a fase tardia 

de infecção.  

Na fase inicial da infecção os pulmões dos animais infectados e não tratados há um 

“score” de inflamação significativamente maior em relação aos demais animais, o mesmo 

pode ser observado na fase tardia da infecção. Nos animais infectados e tratados somente com 

Celecoxibe e Itraconazol tanto na fase inicial quanto tardia o comprometimento do órgão são 

semelhantes. Os resultados apresentados pelos animais com o tratamento combinado há uma 

diminuição significativa do “score” de inflamação em relação aos demais grupos na fase 

inicial da infecção. Curiosamente esta diminuição neste grupo de animais é ainda maior na 

fase tardia da infecção (Figura 57A). 

No fígado e omento/pâncreas na fase inicial da infecção o “score” de inflamação são 

semelhantes em todos os animais analisados. Os animais infectados e não tratados apresentam 

maior “score” do que em relação aos demais. Em especial observou que os animais com 

tratamento combinado apresentaram diminuição do comprometimento tecidual (Figura 57B). 

Ao analisar estes dois órgãos na fase tardia percebeu que no fígado há “score” de inflamação 

moderado nos animais que receberam o tratamento combinado. No omento/pâncreas os 

animais com tratamento combinado apresentam um “score” de inflamação semelhante ao 

encontrado nos animais sadios (Figura 57C).  

A partir destes resultados é possível sugerir que o tratamento combinado melhora o 

grau de lesão tecidual. Tais resultados são interessantes na fase tardia da infecção. Este tipo de 

tratamento foi capaz de realizar uma modulação tecidual, diminuindo áreas de lesão e isto 

pode ser em decorrência da diminuição de fungos no tecido. O órgão de choque na fase tardia 

de infecção nos animais que receberam o tratamento combinado apresentou com o mínimo de 

inflamação envolvendo o tecido. 
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Figura 56 - “score” de inflamação tecidual de órgãos dos animais infectados por via intraperitoneal com Pb 18 

durante 15 dias de infecção e tratamento e 120 dias de infecção e tratamento. 
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Fonte: Do autor (2022). 

Legenda: Grupo não infectados e não tratados (NI+NT). Grupo infectado com Pb 18 e não tratado (Pb 18). 

Grupo infectado e tratado com Celecoxibe (6 mg/Kg). Grupo infectado e tratado com Itraconazol (Pb 

18 + I) (3 mg/Kg). Grupo infectado e tratado com Celecoxibe + Itraconazol (6 mg/Kg) (3 mg/Kg), 

respectivamente. Os resultados para cada grupo estão representados como média ± erro padrão da 

média. As seções de tecido foram analisadas e contadas as células inflamatórias classificando-as, após, 

foram pontuados a gravidade da lesão utilizando a seguinte escala: 0, nenhuma (sem inflamação); 1, 

mínimo, com inflamação envolvendo 5% de tecido; 2, moderada, com áreas de inflamação focalmente 

extensas (5% a 25% dos tecidos e envolvendo um ou mais tecidos); 3, moderada a grave, com áreas de 

inflamação focalmente extensas (~ 25% a 50% de tecido e envolvendo múltiplos tecidos e distensão 

leve de tecidos); 4, grave, com grandes áreas confluentes de inflamação ( 50% do tecido). Diferença 

estatística entre os grupos (@) p<0,05 entre Pb 18 vs os diferentes tratamentos e (***) p<0,001 entre 

os diferentes tratamentos, teste Two Way ANOVA, pós teste de Tukey. Os testes foram realizados em 

triplicata. 
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5.15 Número de granulomas  

O número total de granulomas foi analisado conforme mostra a figura 58. Nos 

pulmões na fase inicial da infecção foi possível perceber que os animais infectados e não 

tratados (Pb 18) apresentam um número significativamente maior de granulomas em relação 

aos demais. Ao observar o grupo de animais que recebeu o tratamento combinado notou que 

apresentou um número menor de granulomas em relação aos animais infectados e não tratados 

(Pb 18). Ao analisar os resultados de fase tardia de infecção para este órgão notou que há um 

número menor em relação a fase inicial da infecção. Em contrapartida não houve significância 

estatística entre os grupos na fase tardia de infecção (Figura 58A). 

No fígado na fase inicial de infecção notou que nos animais infectados e não tratados 

e tratado com Celecoxibe apresentaram um número significativamente maior de granulomas 

em relação aos demais. Entre os tratamentos não houve significância estatística. Já na fase 

tardia de infecção notou que o mesmo se repete para os dois grupos mencionados 

anteriormente. Vale ressaltar que os animais que receberam o tratamento combinado 

apresentaram número de granulomas significativamente maior em relação aos animais 

infectados e tratados somente com Itraconazol (Figura 58B). 

Em relação ao baço os resultados da fase inicial da infecção mostram que nos 

animais infectados e não tratados apresentaram um número significativamente maior de 

granulomas em relação aos demais. Entre os tratamentos não houve diferença estatística. Já na 

fase tardia de infecção os grupos infectados e não tratados e tratado somente com Celecoxibe 

apresentaram um número significativamente maior de granulomas em relação aos demais. 

Curiosamente os animais que receberam o tratamento somente com Itraconazol apresentaram 

um número de granulomas significativamente menor em relação aos demais grupos que 

receberam os diferentes tratamentos (Figura 58C). 

No omento/pâncreas na fase inicial que os animais infectados e não tratados e tratado 

somente com Celecoxibe apresentaram número de granulomas maior em relação aos demais 

grupos. Interessantemente os animais que receberam o tratamento combinado apresentaram 

um número significativamente menor de granulomas em relação aos demais grupos. Por fim, 

ao analisar os resultados de fase tardia os animais com tratamento combinado tiveram um 

menor número de granulomas (Figura 58D).  

Ao confrontar estes resultados é possível perceber que o tratamento combinado 

apresentou resultados satisfatórios já na infecção inicial. A combinação de fármacos foi capaz 

de reduzir a quantidade de granulomas no omento/pâncreas e na fase tardia o mesmo se 

repete.  
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Vale ressaltar que na fase tardia de infecção mesmo nos animais infectados e não 

tratados apresentarem um número reduzido de granulomas em relação a fase inicial de 

infecção, tal fato justifica-se que pelo organismo do hospedeiro promover uma resposta imune 

eficiente que consequentemente diminui as áreas de lesão. O tratamento combinado se 

mostrou eficiente em reduzir números de granulomas o que pode inferir que houve uma 

redução de fungos no tecido dos diferentes órgãos.   

 

Figura 57 - Quantidade de granulomas dos órgãos dos animais infectados por via intraperitoneal com Pb 18 

durante 15 dias de infecção e tratamento e 120 dias de infecção e tratamento. 
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Fonte: Do autor (2022). 

Legenda: Grupo não infectados e não tratados (NI+NT). Grupo infectado com Pb 18 e não tratado (Pb 18). 

Grupo infectado e tratado com Celecoxibe (6 mg/Kg). Grupo infectado e tratado com Itraconazol (Pb 

18 + I) (3 mg/Kg). Grupo infectado e tratado com Celecoxibe + Itraconazol (6 mg/Kg) (3 mg/Kg), 

respectivamente. Os resultados para cada grupo estão representados como média ± erro padrão da 

média. Diferença estatística entre os grupos (@) p<0,05 entre Pb 18 vs os diferentes tratamentos e 

(***) p<0,001 entre os diferentes tratamentos, teste Two Way ANOVA, pós teste de Tukey. Os testes 

foram realizados em triplicata. 
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5.15 Número de células fúngicas viáveis 

 

A figura 59 mostra os resultados do número de fungos viáveis encontrados nos 

órgãos tanto na infecção inicial quanto tardia.  

Analisando os resultados apresentados na fase inicial da infecção é possível perceber 

que nos animais infectados e não tratados há uma presença significativamente maior de 

células fúngicas viáveis em relação aos demais grupos nos pulmões. Em relação aos animais 

que receberam os diferentes tratamentos é possível perceber os animais que receberam o 

tratamento somente com Celecoxibe e Itraconazol apresentou menores números de células 

fúngicas viáveis em relação ao grupo com o tratamento combinado (Figura 59A). Na fase 

tardia da infecção os animais infectados e não tratados também apresentaram um número 

maior de células fúngicas viáveis em relação aos demais nos pulmões. Os animais que 

receberam os diferentes tratamentos e os animais que receberam o tratamento somente o 

Celecoxibe apresentaram menores números de células fúngicas viáveis em relação aos demais 

(Figura 59B).  

No fígado também é possível perceber que tanto na fase inicial quanto tardia de 

infecção os animais infectados e não tratados mostraram uma presença significativamente 

maior de células fúngicas viáveis em relação aos demais. Entre os tratamentos tanto na fase 

inicial quanto tardia de infecção não houve diferença estatística (Figura 59C E 59D). 

Em relação aos resultados apresentados notou uma redução significativa do número 

de fungos viáveis no baço nos animais que receberam os diferentes tratamentos em relação ao 

grupo de animais infectados e não tratados na fase aguda. Ainda é possível perceber que há 

uma redução do número de fungos viáveis principalmente nos animais tratados somente com 

Itraconazol em relação aos demais tratamentos (Figura 59E). Na fase tardia os animais 

infectados e não tratados há uma presença significativamente maior de células fúngicas 

viáveis em relação aos demais. Interessantemente os animais que receberam o tratamento 

combinado apresentaram o menor número de células fúngicas viáveis em relação aos demais 

(Figura 59F). O omento/pâncreas os animais que receberam o tratamento combinado 

apresentaram o menor número de células fúngicas viáveis em relação aos demais (Figura 

59H). 

A partir destes resultados é possível inferir que o tratamento combinado foi capaz de 

reduzir a carga fúngica e em especial na fase tardia de infecção. O órgão de choque 

apresentou o menor número de fungos viáveis em relação aos demais. Vale ressaltar que 

mesmo com o tratamento combinado este não foi capaz de reduzir complemente a quantidade 
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de fungos no organismo do hospedeiro. Ao levar em consideração os demais resultados 

infere-se que houve uma melhora na intensidade de lesões encontradas nos animais tratados, o 

perfil de anticorpos e citocinas cursou para uma resposta do tipo Th1 que poderia estar 

atuando de forma sinérgica com o tratamento, no intuito, de reduzir a quantidade de fungos no 

tecido.  
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Figura 58 - Número de células fúngicas viáveis de macerado de órgãos dos animais infectados por via 

intraperitoneal com Pb 18 durante 15 dias de infecção e tratamento e 120 dias de infecção e 

tratamento. 
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Fonte: Do autor (2022). 

Legenda: Grupo não infectados e não tratados (NI+NT). Grupo infectado com Pb 18 e não tratado (Pb 18). 

Grupo infectado e tratado com Celecoxibe (6 mg/Kg). Grupo infectado e tratado com Itraconazol (Pb 

18 + I) (3 mg/Kg). Grupo infectado e tratado com Celecoxibe + Itraconazol (6 mg/Kg) (3 mg/Kg), 

respectivamente. Os resultados para cada grupo estão representados como média ± erro padrão da 

média. Diferença estatística entre os grupos (@) p<0,05 entre Pb 18 vs os diferentes tratamentos e 

(***) p<0,001 entre os diferentes tratamentos, teste Two Way ANOVA, pós teste de Tukey. Os testes 

foram realizados em triplicata. 
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6 DISCUSSÃO 

 

A resposta imune na PCM é fundamental para a defesa do hospedeiro. No entanto, o 

excesso desta resposta imunológica pode resultar em danos teciduais. A literatura descreve 

como uma das características da PCM uma resposta inflamatória intensa (KUROKAWA et 

al., 2007). Quando o fungo interage com as células imunológicas induz uma produção de 

citocinas que atuam estimulando os mecanismos de defesa e tentando eliminar o fungo 

revisado por Burger, 2021. Por outro lado, estes mecanismos podem promover o crescimento 

do fungo e levar ao agravamento da doença. Sendo assim, é necessário que ocorra um 

equilíbrio entre mecanismos pró e anti-inflamatórios da resposta imune contra P. brasiliensis 

(SIQUEIRA et al., 2009). É importante levar em consideração o controle dessa resposta 

inflamatória excessiva juntamente com o estabelecimento de um protocolo terapêutico com o 

menor tempo de tratamento e efeitos colaterais.  

O reposicionamento de fármacos pode ser uma alternativa terapêutica eficiente. Uma 

vez que, os estudos iniciais de química, biodisponibilidade, farmacocinética já foram 

estudados (CHONG e SULLIVAN, 2007). Os tratamentos que tem hoje na PCM são longos e 

podem ter efeitos colaterais ao paciente (SHIKANAI-YASUDA et al., 2017). Os protocolos 

já estabelecidos não fazem combinações com outros fármacos como por exemplo da classe de 

anti-inflamatórios. O uso de anti-inflamatórios no tratamento de doenças infecciosas já vem 

sendo utilizado. Como por exemplo; Celecoxibe apresentou bons resultados no tratamento de 

tuberculose como mostra o estudo de An et al., (2020).  

Para isso, inicialmente foi investigado in vitro se a combinação dos fármacos 

Celecoxibe e Itraconazol apresentam efeitos sobre o fungo, toxicidade celular e melhora a 

atividade das células esplênicas co-cultivadas com Pb 18. Os resultados mostraram que a 

combinação dos dois fármacos foi capaz de reduzir o número de fungos viáveis, porém não 

eliminando completamente. Já nos testes de cultura celular esplênica os dois fármacos 

combinados não apresentaram toxicidade na dose testada e foram capazes de melhorar os 

mecanismos celulares na eliminação do Pb 18.  

Vale resaltar que a dose testada de Itraconazol já é utilizada no tratamento da PCM e só 

foi ajustada a sua concentração para o peso do animal. O mesmo foi feito para o Celecoxibe 

que tem como dose padronizada no tratamento de artrite reumatoide (BNF, 2002) e também 

só foi ajustada a concentração ao peso do animal. 

Compreendendo os efeitos do Celecoxibe utilizado em doenças infeciosas por outros 

autores. Pereira et al., (2013) mostrou que o uso do Celecoxibe no tratamento da 
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histoplasmose também foi capaz de melhorar a capacidade fagocítica das células pulmonares 

de camundongos infectados com Histoplasma capsulatum. Nossos resultados, in vitro, podem 

elucidar os efeitos do quanto à ativação da resposta imune antifúngica e ação do Celecoxibe 

combinado com Itraconazol no local da infecção podem ser benéficos para o hospedeiro. 

O segundo passo deste trabalho foi avaliar se a combinação terapêutica se mostrou 

eficiente no modelo de infecção intraperitoneal tanto na fase aguda quanto crônica. A partir 

dos resultados sugere que o tratamento tanto na fase aguda quanto crônica não influenciaram 

no peso corporal dos animais e também na sobrevida. Já nos animais infectados houve uma 

morte com tempo de infecção maior (120 dias). Estudos de Da Costa et al., (2016) 

objetivaram compreender as alterações severas no modelo experimental de infecção crônica 

da PCM. Os resultados deste estudo revelaram que as alterações tímicas na infecção 

prolongada com Pb 18 promovem alterações do estado imunológico. Estes autores 

observaram que células inflamatórias infiltrantes formam granulomas em resposta à invasão 

maciça de leveduras. Ainda, observaram que as células CD4+ CD8+ dos timócitos foram 

reduzidas nos camundongos infectados e as células remanescentes apresentaram maior taxa de 

apoptose em comparação aos não infectados. Estes autores discutem que uma maior produção 

de citocinas pró-inflamatórias causam um ambiente estressante para as células tímicas, e isto 

pode explicar o menor número de timócitos e células epiteliais tímicas encontrados no grupo 

infectado. Confrontando estes dados descritos na literatura na infecção crônica, há uma 

imunossupressão nestes animais o que poderia ter levado a morte dos animais infectados em 

nosso estudo.  

Burger, (2021) e Cesar - Dos - Santos et al., (2020) revisou os aspectos de 

susceptibilidade encontrados na PCM. Estes autores descrevem que os fatores de virulência 

fúngica e moléculas de adesão são determinantes para entrada, latência, escape imunológico, 

invasão e disseminação no hospedeiro. Ainda, enfatizam que neutrófilos e macrófagos 

desempenham um papel fundamental na defesa de primeira linha contra o fungo. O desfecho 

clínico da PCM está fortemente associado à variabilidade de citocinas e imunoglobulinas 

produzidas pelas células T e B (Burger, 2021). Já os mecanismos que medeiam a 

suscetibilidade ou resistência à infecção são ditados pelo sistema imunológico. 

No teste de HTT observa a higidez dos animais. Na infecção aguda nos animais 

infectados e não tratados apresentaram maior reatividade a paracoccidioidina e nos animais 

que receberam o tratamento foram capazes de reduzir esta reatividade. Já na infecção crônica 

mostra os animais que receberam os diferentes tratamentos apresentaram uma menor 

reatividade a paracoccidioidina. Desta maneira, sugerindo que o tratamento na fase inicial e 
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tardia da infecção está sendo eficaz e que a combinação de fármacos pode estar reduzindo esta 

reatividade.  

Estudos epidemiológicos utilizam a paracoccidioidina (polissacarídeo extraído de 

diferentes cepas de P. brasiliensis) (MARQUES, 2012). Magalhães et al., (2014) discute em 

seu estudo epidemiológico que o teste intradérmico com a paracoccidioidina pode ser uma 

forma de identificar se pacientes estavam ou não sensibilizados pelo antígeno. Por fim, 

Magalhães et al., (2014) enfatiza que isso facilitaria o acompanhamento clínico do paciente. 

Já autores como Cacere et al., (2008) relata que na PCM humana quando os linfócitos T estão 

hiporresponsivos há uma anergia em reações de HTT e que isto pode estar correlacionando 

com uma disseminação do fungo. Portanto, em nosso trabalho foi possível realizar o 

acompanhamento da reatividade pela paracoccidioidina principalmente dos animais que 

receberam ambos tratamentos. Os dados encontrados mostraram que houve uma redução da 

reatividade, sugerindo que os animais com tratamento combinado poderiam estar respondendo 

de forma positiva ao esquema terapêutico.  

 Em relação a presença de anticorpos foi possível verificar a partir de qual momento da 

infecção são produzidos e se o tratamento é capaz de modular a produção. Na fase aguda e 

crônica da infecção para todos os grupos houve um pico de produção de IgM no sétimo dia e 

um declínio do décimo quinto dia de infecção. No entanto, após este período na infecção 

crônica a concentração deste anticorpo se manteve estável até o final do experimento. Para os 

demais anticorpos (IgG, IgG1a, IgG2a e IgG2b) os animais com tratamento combinado 

tiveram uma menor concentração destas imunoglobulinas no soro. 

É sabido que na PCM uma resposta de imunidade celular preservada é determinante na 

proteção (PAGLIARI et al., 2010). No entanto, o papel da imunidade humoral é mais 

controverso, pois inicialmente se achava que representava apenas uma possibilidade de 

diagnóstico, pois altos títulos de anticorpos específicos eram indicação de mau prognóstico 

(CASTRO et al., 2013).  

O presente estudo mostra que os animais dos diferentes grupos apresentam ao 7º dia de 

infecção como uma resposta primária; a produção de anticorpo do sorotipo IgM e IgG. 

Entretanto nos animais que iniciam o tratamento tanto com Celecoxibe e/ou Itraconazol há 

uma redução na produção destas imunoglobilinas. Tal redução pode estar associada a uma 

melhor resposta imune. O que, consequentemente pode haver menores áreas de lesão tecidual, 

que poderiam estar sendo desenvolvidas ao decorrer do tratamento se caso não estivesse 

sendo eficiente.  

Estudos feitos por Gegembauer et al., (2014) verificaram que a sorologia de pacientes 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gegembauer%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25032829
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diagnosticados com PCM e infectados por P. lutzzi e que estavam em tratamento; a princípio 

os pacientes apresentaram altos títulos de IgM e IgG1 e ao decorrer do tratamento percebeu 

que os títulos de IgG1 aumentavam. Por fim, com 5 meses de tratamento e com melhora 

clínica os títulos destes anticorpos diminuíram. Estes autores sugerem que o anticorpo IgG1 

tem um papel importante na PCM. Uma vez que, pode estar envolvido na depuração fúngica. 

Ainda, segundo os autores P. brasiliensis pode ser revestido pelo IgG1 que ao ligar-se aos 

receptores Fcγ presentes na membrana de fagócitos são capazes de removê-lo. Em nosso 

estudo encontrou resultados semelhantes ao apresentados por Gegembauer et al., (2014), 

sugerindo boas perspectivas em relação ao tratamento combinado.  

Nossos resultados mostraram que na fase inicial da doença há altos títulos de anticorpos 

IgM e IgG principalmente no 7º e 15° dia de infecção respectivamente nos animais infectados 

e não tratados, confirmando os dados descritos na literatura por MORETO et al., (2011). Ao 

observar nos animais que receberam os diferentes tratamentos pode perceber que houve 

redução na produção em todas as imunoglobulinas. Desta maneira, podendo inferir que a 

resposta imune humoral não está sendo mal prognóstico principalmente nos animais que 

foram tratados com a combinação de fármacos.  

O perfil celular sanguíneo foi observado e os resultados foram promissores. O grupo 

com tratamento combinado apresentou um perfil celular semelhante aos animais hígidos, isto 

foi observado tanto na fase aguda quanto crônica da infecção. No início da infecção deste 

modelo experimental há um número maior de neutrófilos. À medida que o tempo passava de 

infecção principalmente nos animais infectados e não tratados o perfil celular tendeu a mudar. 

Discutindo estes dados de acordo com a literatura. Os neutrófilos podem desempenhar um 

papel na modulação da resposta imune contra P. brasiliensis. Isso se baseia no fato de que os 

neutrófilos secretam citocinas e outras moléculas, permitindo essa função de modulação 

(KURITA et al., 2010). O que nos faz pensar que no presente estudo houve uma modulação 

da resposta imune nos animais com tratamento combinado. A mudança de perfil celular 

observado nos animais infectados pode inferir que esta linhagem utilizada se comporta como 

animais resistentes para a infecção por Pb 18.  

Autores como Bruneri, (1995) descreve que em animais suscetíveis e resistentes não 

apresentam diferenças na contagem de células sanguíneas, principalmente no número de 

eosinófilos. A presença de eosinofilia pode sugerir um perfil de resposta imune do tipo Th2, o 

que não foi observado nos resultados aqui apresentados por nosso grupo de pesquisa.  

Em relação ao óxido nítrico (NO), uma molécula antimicrobiana importante, gerada 

pela oxidação de um dos nitrogênios no aminoácido L-arginina. A produção de NO é 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gegembauer%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25032829
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responsável pela sintase induzida do óxido nítrico (iNOS) (NASCIMENTO et al., 2002). Em 

modelos experimentais foi possível verificar que NO é responsável pelo efeito citotóxico 

sobre alguns microrganismos (Schistosoma mansoni, amastigotas de Leishmania major, 

Trypanosoma cruzi, e Plasmodium falciparum e P. chaubaudii e fungos, como Cryptococcus 

neoformans, Histoplasma capsulatum). Na PCM o NO in vivo desempenha um papel protetor, 

pois, pode ocorrer a inibição de P. brasiliensis por esta molécula (GONZALEZ et al., 2000).  

Nossos resultados revelaram que nos animais que receberam os diferentes tratamentos 

tiveram uma redução dos níveis de NO nos pulmões, fígado e baço. No omento/pâncreas 

houve um aumento significativo na fase aguda uma vez que, este órgão é descrito como órgão 

de choque neste modelo de infecção. Os resultados de CFU demonstraram que houve uma 

redução do número de fungos viáveis e desta maneira pode explicar que nos animais que 

receberam os tratamentos está molécula encontrou em menores proporções quando 

comparado com os animais infectados e não tratados. A diminuição de NO nestes animais 

também pode sugerir uma resistência a infecção uma vez que o tratamento tem auxiliado no 

combate deste fungo.  

Estudos realizados por Pizzan et al., (2010), descrevem que uma maior resposta dos 

macrófagos de animais fêmeas pode estar atribuída a expressão de glicanos, e que a 

glicolisação celular pode ser regulada por hormônios. Os resultados feitos Pizzan et al., 

(2010) mostraram que os macrófagos, por expressarem receptores estrogênicos pode ocorrer 

uma interação estrogênio/receptor contribuindo para alterar a expressão de glicanos destas 

células, tornando-as mais ativas. Consequentemente pode ocorrer altas quantidades de óxido 

nítrico sendo produzidas e tornando estes animais mais resistentes a está infecção. Nossos 

resultados mostraram que no baço houve um aumento significativo de NO, tal fato poderia ser 

explicado por esta regulação do hormônio estradiol, conforme o estudo de Pizzan et al., 

(2010).  

Entender quais citocinas estão sendo secretadas pode ajudar a determinar qual é o perfil 

de resposta imune dominante. Para isto algumas citocinas foram dosadas as suas 

concentrações nos macerados de órgãos. Sendo assim, nos fez compreender quais citocinas 

são mais participantes nos órgãos que poderiam estar comprometidos. A IL-12 na infecção 

inicial para todos os órgãos em todos os animais e em especial nos animais com tratamento 

combinado na fase tardia da infecção tiveram uma baixa concentração e o mesmo foi 

observado para IFN-y. Desta forma, sugerindo que estas citocinas tem um papel modulador na 

fase mais tardia da infecção nos animais com tratamento combinado. Nos animais que 

receberam o tratamento combinado, pode inferir que a associação medicamentosa possibilitou 
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uma melhora no quadro infeccioso que consequentemente está associado com está baixa 

concentração de IL-12 e IFN-y.  

Relacionando nossos dados com a literatura Loures et al., (2011) descreve a 

participação de IL-12 na resposta imune contra P. brasiliensis. Este autor discute que uma 

carga fúngica aumentada está associada com o aumento da secreção desta citocina pró-

inflamatória. Já em uma infecção grave observou que houve uma redução desta citocina. 

Ainda segundo estes autores essa citocina pró-inflamatória medeia a ativação de fagócitos da 

imunidade inata e está envolvida na indução respostas imunes Th1 e Th17. Confrontando 

estes dados com o que foi encontrado em nosso estudo, nos animais que receberam o 

tratamento combinado tiveram uma menor intensidade de resposta inflamatória, isto foi 

confirmado pelo estudo histológico de todos os órgãos. Sendo assim, estaria associado a uma 

menor secreção desta citocina e não com o agravamento da infecção como mostra o estudo de 

Loures et al., (2011).  

Os resultados da dosagem de IL-17 mostraram que na fase inicial da infecção houve um 

aumento da secreção desta citocina e na fase tardia houve uma redução nos animais que 

receberam o tratamento combinado. Ao confrontar os resultados obtidos neste experimento 

sugere-se que IL-17 está exercendo um papel imunoregulatório principalmente na fase inicial 

da infecção. Este papel pode ser observado principalmente nos pulmões e omento/pâncreas 

dos grupos de animais que receberam os diferentes tratamentos. Curiosamente nota-se que IL-

17 no omento/pâncreas na fase inicial da infecção nos animais infectados e não tratados 

apresentam menores concentrações do que na fase tardia. Interessantemente nos animais que 

receberam os distintos tratamentos na fase inicial apresentou maiores concentrações e na fase 

tardia houve o inverso. Tais resultados podem sugerir que os diferentes tratamentos na fase 

inicial podem estar influenciando em uma maior concentração de IL-17 principalmente no 

órgão de choque (omento/pâncreas). Já na fase tardia, ocorre o inverso. Sendo assim, 

sugerindo que houve um controle da disseminação do fungo e maior controle do processo 

inflamatório. Esta suposição pode ser confirmada pelos resultados apresentados pelos animais 

infectados e não tratados, no qual, na infecção inicial há pouca concentração desta citocina e 

na fase tardia notou alta concentração. Sabe-se que células que secretam IL-17 induz um 

processo inflamatório intenso mediado por neutrófilos. Portanto, pode relacionar que 

aumentando IL-17 consequentemente aumenta a ação de neutrófilos na tentativa de diminuir 

carga fúngica (TIND et al., 2015), conforme observamos em nossos resultados. 

Verificando dados da literatura sobre a participação da IL-17 na PCM. Estudos clínicos 

mostraram que na PCM humana na forma crônica os pacientes desenvolvem uma resposta 
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imune predominantemente Th17/Th22 e com alta produção de IL-17 e IL-22 e anticorpos 

IgG1 (DE CASTRO et al., 2013). Em nossos resultados percebeu-se na fase crônica no grupo 

com tratamento combinado foi uma redução da secreção de IL-17. Isto poderia estar 

associado a uma redução de resposta inflamatória em decorrência de uma menor presença de 

células fúngicas. Calich et al., (2019) discute que as células Th17 geram uma resposta imune 

mais eficiente e ajustada, sendo capaz de inibir o crescimento do fungo e processo 

inflamatório intenso. Shikanai-Yasuda et al., (2017) destaca a importância de uma resposta 

inflamatória controlada. Tal efeito de melhora clínica pode ser observado quando é adotada 

uma terapêutica antifúngica e associada com anti-inflamatórios. 

Ao observar os resultados da dosagem de GM-CSF na fase inicial há uma baixa 

concentração desta citocina em todos os órgãos dos animais infectados e não tratados. No 

tratamento combinado notou-se que houve um aumento da secreção de GM-CSF. Já na fase 

tardia o grupo com tratamento combinado apresentou menores concentrações de GM-CSF.  

Dados da literatura descrevem que GM-CSF é conhecido por ativar monócitos e 

promover a atividade microbicida (O'Mahony et al., 2008); desta forma, GM-CSF pode ser 

importante para aumentar a atividade fungicida de células da resposta imune. Conforme 

observado em nossos experimentos houve uma maior concentração desta citocina na fase 

inicial da infecção e isto pode estar atribuído a função desta citocina estar apresentando uma 

atividade microbicida sob P. brasiliensis. O estudo de Nascimento et al., (2011) mostrou que 

GM-CSF reverte os efeitos inibitórios de IL-10 e TGF-β1 na formação de células gigantes 

multinucleadas (MGC). Além disso, descreve que GM-CSF desempenha um papel importante 

na formação de MGC estimulada por antígenos de Pb 18 e aumenta a atividade fungicida 

dessas células. Os efeitos positivos de GM-CSF sobre a atividade fungicida, sugerem um 

efeito modulador na formação de MGC e na atividade fungicida contra o Pb 18. Os dados de 

Nascimento et al., (2011) pode nos ajudar a compreender as características histológicas 

encontradas principalmente nos animais tratados com a combinação terapêutica. As MGC são 

células presentes em inflamação granulomatosa e sabe que uma das características da PCM é 

a presença de granulomas (NISHIKAKU et al., 2009). Os resultados histopatológicos 

mostraram que principalmente na fase crônica dos animais com tratamento combinado 

tiveram menores quantidades destas lesões e ainda menor presença de fibras de colágeno. 

Desta forma, pode-se atribuir que estes resultados podem ser em consequência da participação 

de GM-CSF lá no local da lesão. 

A produção de prostaglandina durante o processo infeccioso pode ser um fator para 

suprimir a resposta imune protetora (BORDON et al., 2007). A PGE2 desempenha um papel 
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importante na modulação da resposta imune (KALINSKI, 2012), uma vez que inibe as 

funções dos granulócitos (SMITH, 1977). Outro aspecto importante que vale mencionar que 

PGE2 também é um supressor durante a resposta imune adaptativa (WALKER et al., 1983). 

Resultados interessantes encontrados no estudo de Fernandes et al., (2015) mostrou que 

células dendríticas humanas derivadas da diferenciação de monócitos cultivados com GM-

CSF e IL-4 liberam concentrações substanciais de PGE2. Diferentemente quando DCs 

infectadas com P. brasiliensis inibem a sua liberação (PGE2). Correlacionando a literatura 

com nossos dados se percebeu que o Celecoxibe teve um papel importante na redução destes 

eventos inflamatórios. Os efeitos foram mais intensos quando combinado com o Itraconazol. 

O controle da secreção de PGE2 pode inibir uma maior participação da resposta Th2 que na 

PCM não é benéfica. Desta forma, o controle da secreção de GM-CSF e IL-4 pode ajudar 

nestes eventos inflamatórios que ocorrem na PCM.  

Nos resultados obtidos na dosagem de IL-4, notou que tanto na fase inicial e tardia 

da infecção houve um aumento significativo nos pulmões dos animais que receberam o 

tratamento combinado. Tal resultado pode sugerir que o processo infecioso nesta situação está 

imunomodulando positivamente a secreção desta citocina neste órgão. Já nos demais órgãos 

tanto na fase inicial quanto na fase tardia houve uma redução significativa. O que sugere, que 

o tratamento combinado está atuando na resposta imune e consequentemente na secreção de 

IL-4.  

Estes resultados são promissores uma vez que; órgãos como o fígado, baço e 

omento/pâncreas são muito acometidos neste modelo de infecção, conforme pode ser 

observado no histopatológico (FIGURAS 22, 23, 24, 30, 31 e 32). A redução de IL-4 pode 

estar associada com uma menor secreção de PGE2, conforme Fernandes et al., (2015). Soares 

et al., (2001) mostrou que inibindo PGE2 utilizando indometacina resultou em produção de 

peróxido de hidrogênio e atividade fungicida melhorada. Corroborando os resultados de 

Soares et al., (2001) com os encontrados em nosso estudo com a utilização do Celecoxibe 

também poderia estar atuando principalmente em uma melhor atividade fungicida. Gardizani 

et al., (2019) descreve que P. brasiliensis pode aproveitar a produção de PGE2 para sua 

sobrevivência, bem como, para a modulação da resposta imune.  

Altas concentrações de IL-4 fornecem sinais de perfil de resposta do tipo Th2. Isto pode 

estar ligado a diminuição da proteção de respostas de células Th1 e favorecendo infecções 

fúngicas e recidiva da doença (BOZZI et al., 2007). Em nosso estudo mostrou que o 

tratamento combinado na fase crônica não houve o agravamento da doença. O número de 

fungos viáveis e presença de lesões teciduais foram menores no grupo com o tratamento 
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combinado.  

Já na dosagem de KC (IL-8) os resultados obtidos mostraram que na fase inicial da 

infecção há uma maior concentração desta citocina em todos os órgãos e para todos os 

animais. Tal fato, pode justificar que, no início da infecção o fungo tende a utilizar 

mecanismos de escape para driblar a resposta imune do hospedeiro e tentar estabelecer o 

processo infecioso. Já na fase tardia principalmente no omento/pâncreas houve uma redução 

da secreção desta citocina nos animais que receberam o tratamento o combinado. Fortes et al., 

(2011) dizem que IL-8 pode ser capaz de promover uma resposta inflamatória intensa e 

promover a sobrevivência do fungo. O que percebeu em nosso estudo que a redução de KC 

(IL-8) é um resultado promissor e que o tratamento combinado promoveu uma melhora 

clínica nesta resposta inflamatória.  

Considerando a ocorrência da interação da resposta imune com o P. brasiliensis, o 

presente trabalho investigou a influência do tratamento nas lesões granulomatosas e 

principalmente se há ocorrência de modulação tecidual. Os resultados mostraram que neste 

modelo experimental estes animais desenvolveram as manifestações patológicas 

granulomatosas em todos os órgãos; principalmente no omento/pâncreas, pois este é 

considerado órgão de choque neste modelo de infecção. Os animais que receberam os 

diferentes tratamentos modificaram as características patológicas, sugerindo que houve uma 

modulação da resposta imune nestes animais tratados. A combinação das drogas 

surpreendentemente mostrou uma influência positiva nestas lesões. 

A partir da histopatologia foi possível inferir que as alterações celulares vão reduzindo à 

medida que realiza a combinação de medicamentos. Os aspectos histológicos melhoram em 

todos os órgãos e principalmente no órgão de choque. As características macroscópicas 

ajudaram na avaliação microscópica dos tecidos. As características histopatológicas 

mostraram granulomas densos já na fase inicial da doença. Tal reação granulomatosa presente 

na PCM pode ser caracterizada como uma resposta mais específica e eficaz, no intuito de 

bloquear e restringir a disseminação do fungo.  

Os resultados das análises estereológicas foram realizados após a avaliação da 

histologia geral. O número de células inflamatórias e “score” de inflamação se encontra 

apresentado na figura 40 e 41. A resposta inflamatória intensa tem sido associada com 

maiores danos teciduais na PCM, o que pode até comprometer a função do órgão 

(CAMARGO et al., 2000). O que foi observado em nosso estudo nos animais infectados e não 

tratados é que estes tiveram este padrão histológico tanto na fase crônica quanto aguda da 

infecção. No entanto, nos animais que receberam os diferentes tratamentos verificou que o 
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processo inflamatório reduziu principalmente nos animais tratados com Celecoxibe. Este 

fármaco foi capaz de diminuir as lesões ocasionadas pelo fungo, sugerindo que foi capaz de 

atuar sobre a migração de células inflamatórias teciduais.  

Ao considerar que controlando o dano tecidual principalmente na fase crônica da 

doença, pode estar diretamente relacionado com a instalação de uma resposta imune 

regulatória. Nossos resultados de dosagem de IL-17 mostra uma alta concentração desta 

citocina. Desta forma, pode inferir uma forte participação desta citocina na formação de 

granulomas assim como também redução de carga fúngica tecidual. Tristão et al., (2017) 

mostrou em seu estudo que citocinas indutoras de uma resposta Th17 promovem a formação 

de granulomas compactos inibindo assim a disseminação de P. brasiliensis. Portanto, a 

combinação terapêutica pode estar contribuindo para uma modulação da resposta imune e 

assim melhorando os aspectos histológicos.  

Quando se avalia a celularidade nos grupos experimentais é possível perceber que no 

sangue periférico dos animais infectados há uma população maior de neutrófilos. Dados da 

literatura sugerem um papel importante desta célula na PCM. Uma vez que estas são atraídas 

por gradientes inflamatórios sendo que, ativadas atuam na cascata de liberação de peróxido de 

hidrogênio, óxido nítrico, citocinas e até mesmo participação de armadilhas extra-celulares 

para tentar conter o antígeno (CRUVINEL et al., 2010). O que foi observado no tecido que 

este mesmo padrão celular foi encontrado, mas, nos animais que receberam o tratamento 

houveram uma modificação no perfil celular tecidual, podendo sugerir que os fármacos estão 

atuando na modulação da resposta imune. No presente estudo os animais que receberam 

somente o tratamento com Celecoxibe não tiveram modulação, mas, nos animais tratados 

somente com Itraconazol e combinação de Celecoxibe + Itraconazol foi evidente está 

mudança de perfil celular. Uma justificativa para esta proposição pode ser que o Itraconazol e 

Celecoxibe esteja atuando sobre o fungo matando-o; conforme pode ser confirmado pelos 

resultados de CFUs. O Celecoxibe também pode estar atuando sobre a ativação destas células, 

tornando-as mais eficazes na eliminação do fungo.  

A presença de granulomas foi analisada a fim de verificar a influência do tratamento 

sobre o número e evolução destes. Nos animais infectados e não tratados notou um maior 

número de granulomas já na fase inicial da infecção em todos os órgãos analisados, com 

prevalência de granulomas exudativos produtivos, sendo justificado por uma maior 

quantidade de fungos conforme pode ser observado nos dados de CFUs. A presença deste tipo 

de granuloma nesta fase inicial da doença pode ser justificada pelo fato de que ainda está 

sendo montada uma resposta imune efetiva no intuito de controlar a disseminação do fungo 
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pelo organismo do hospedeiro. Em contrapartida, nos animais que receberam a combinação 

de fármacos verificou uma redução do número de granulomas, mas ainda são encontrados do 

tipo exudativos produtivos. Fato contrário pode ser observado no fígado que há uma mudança 

no tipo de granulomas, pois estes já estão mais organizados. O tratamento neste caso, pode 

estar atuando no sentido de reduzir o número de fungos, diminuindo o número de células e 

consequentemente a formação do granuloma. 

Utilizando este mesmo modelo experimental foi observado na infecção experimental 

por P. brasiliensis que os camundongos susceptíveis apresentaram um granuloma 

disseminado e os animais resistentes granuloma fechado com lesões encapsuladas. Estudos de 

metaloproteínas (MMP) 2 e 9 em PCM experimental também foram realizados demonstrando 

que MMP-2 possui fraca atividade, ao contrário da MMP-9 que possui alta atividade 

sugerindo sua influência sobre o granuloma e a disseminação fúngica (NISHIKAKU et al., 

2009). 

A formação de granulomas na PCM tem sido atribuída pela atuação de células 

produtoras de IL17 uma citocina inflamatória (TORRADO et al., 2010). Dados na literatura 

descreveram o papel desta citocina na tuberculose primária, na qual as células produtoras de 

IL17 aumenta a expressão de quimiocinas que promove o recrutamento de células e 

possibilitando a organização do granuloma. Desta maneira, pode inferir que está citocina 

esteja atuando e contribuindo para a formação destes granulomas mais organizados, fato este 

pode ser explicado pela presença de granulomas organizados-fibróticos no fígado dos animais 

que receberam os diferentes tratamentos (TRISTÃO et al., 2017).  

Ainda sobre o estudo histopatológico de todos os órgãos. Ao analisar os rins destes 

animais tanto na fase aguda quando crônica a infecção, o aspecto tecidual se manteve dentro 

da normalidade principalmente para os animais que receberam o tratamento combinado. Além 

disso o número de hepatócitos uni e binucleados (resultados em material suplementar) 

também se mostraram dentro da normalidade em comparação com os animais sadios. Outro 

resultado relevante é que a concentração de fibras de colágeno reduziu na fase crônica da 

doença. Sendo assim, podendo inferir que de fato o tratamento combinado promoveu uma 

resposta tecidual benéfica nestes animais.  

Estudos mostraram que pacientes com PCM apresentam fibrose pulmonar e a deposição 

de fibras de colágeno é encontrada ao redor dos granulomas que são formados (TOBÓN et al., 

2003). Os nossos resultados encontrados nos animais infectados e não tratados corroboram 

com os de Tobón et al., (2003). Os efeitos encontrados na redução de fibras de colágeno pelo 

Celecoxibe são inéditos e importantíssimos para o tratamento da PCM.  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Trist%26%23x000e3%3Bo%20FS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28871251
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A complexidade do processo fibrótico e o desenvolvimento de terapias tem sido 

desafiador no tratamento da PCM. Estudos mostraram que a utilização de Pentoxifilina, 

Azitromicina e Talidomida, combinados com Itraconazol e Clotrimazol foram capazes de 

reduzir a intensidade de processo fibrótico na PCM em modelo experimental murino 

(FINATO et al., 2020). Estes resultados corroboram com os encontrados em nosso estudo. A 

utilização de imunoterapia com anticorpos monoclonais também foram capazes de reduzir a 

intensidade de processo fibrótico como mostra o estudo de Puerta-Arias et al., (2016). Sendo 

assim, a utilização de anti-inflamatórios como tratamento adjuvante em doenças fúngicas é 

promissor e principalmente na PCM.  

Neste estudo também foi analisado a presença in situ de anticorpos (IgM e IgG) e 

citocinas (IL-17 e GM-CSF) na resposta granulomatosa no omento dos animais infectados e 

tratados. O teste de imuno-histoquímica permitiu analisar a presença de IgM, IgG, IL-17 e 

GM-CSF nas células polimorfonucleares. Os resultados mostraram que as células 

imunocoradas se localizavam ao redor do granuloma tanto na periferia quanto dentro da 

própria lesão. Autores como Nishikaku, (2011) e Burger (2013), analisaram a presença de 

citocinas in situ em animais infectados com Pb 18 e conseguiram correlacionar a resposta 

imune do hospedeiro com a presença de granulomas organizados e diminuição de áreas de 

lesão. O nosso estudo é inédito em mostrar a presença de IgM, IgG, IL-17 e GMC-SF in situ 

nos locais de lesões em animais infectados e não tratados como em animais tratados com 

antifúngico e anti-inflamatório. Os resultados se mostraram promissores em relação a 

presença destes componentes da imunidade celular e humoral nos locais da lesão. 

Aos 15 dias de infecção e tratamento para o anticorpo IgM os resultados mostraram um 

número significativo de células imunomarcadas, principalmente nos animais que receberam o 

tratamento combinado. Já aos 120 dias há um número reduzido de células imunomarcadas nos 

locais da lesão principalmente nos animais que receberam o tratamento combinado. 

Corroborando estes dados com a concentração de anticorpos o que mostra que há um pico de 

produção deste anticorpo no início da infecção e que lá no granuloma este anticorpo também é 

muito participativo na tentativa de controlar a infecção. Estes resultados podem sugerir que o 

tratamento apresentou resultados positivos no controle da disseminação do fungo.  

Em relação a presença in situ de IgG aos 15 dias de infecção e tratamento há uma 

presença significativa de células imunomarcadas e em especial nos animais que receberam o 

tratamento combinado. Ao decorrer do curso da infecção e tratamento neste mesmo grupo de 

animais há uma presença expressiva de células imunocoradas. Ao confrontar os resultados 

com a dosagem deste anticorpo no sangue destes animais o que se nota também um pico de 
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presença deste anticorpo na infecção crônica. Portanto, tanto os resultados de IgM e IgG pode 

sugerir uma forte participação destes anticorpos principalmente no local da lesão. A utilização 

do tratamento combinado foi capaz de imunomodular a presença destes dois anticorpos. 

Conforme já mencionado anteriormente a literatura descreve que altos títulos de anticorpos é 

um prognóstico ruim em pacientes com PCM. No entanto, nossos resultados de imuno-

histoquímica mostram que o tratamento combinado, associando com outros resultados como 

redução do número de fungos viáveis nos órgãos coletados a presença de anticorpos não 

mostra um desfecho ruim para o controle do processo infeccioso. 

Correlacionando a presença dos anticorpos IgM e IgG circulantes aos encontrados in 

situ no omento/pâncreas, nota que há uma participação ativa destes componentes da 

imunidade humoral no tecido. A presença de anticorpos in situ mostra que houve uma 

resposta positiva no controle da infecção principalmente nos animais que receberam o 

tratamento combinado. Desta forma, a combinação terapêutica mostrou ser capaz de 

imunomodular a presença de IgM na infecção aguda e IgG na infecção tardia.  

Em relação a presença das citocinas IL-17 e GM-CSF também é possível notar que o 

tratamento combinado foi capaz de imunomodular a presença destas citocinas in situ no 

omento/pâncreas. O tratamento somente com Celecoxibe nos animais infectados com 15 dias 

mostrou uma presença significativa de células imunocoradas. Este fármaco favoreceu a 

presença desta citocina nos locais de lesão, podendo sugerir que esta citocina esteja 

participando na formação do granuloma. Autores como Tristão et al., (2017) descreve que a 

secreção da citocina IL-6 é capaz de diferenciar células Th17 e assim contribuindo para a 

formação do granuloma e modulação da resposta imune. Neste estudo o Celecoxibe foi um 

fármaco capaz de aumentar a concentração desta citocina no local da lesão.  

Já em relação a presença de GM-CSF os resultados mostraram que o tratamento 

combinado principalmente na fase tardia da infecção foi capaz de reduzir o número de células 

imunocoradas no omento/pâncreas. Na infecção inicial nos animais infectados e não tratados 

há um número significativo de células imunocoradas. Correlacionando estes dados com 

demais experimentos realizados como a presença de fungos viáveis é possível perceber que a 

associação medicamentosa atuou de forma positiva no controle da disseminação fúngica e 

consequentemente não é necessária uma participação ativa desta citocina in situ no 

omento/pâncreas, pois o número de fungos viáveis é baixo. Corroborando todos estes 

resultados de imuno-histoquímica, o que se pode concluir que houve uma redução da resposta 

inflamatória local, principalmente nos animais que receberam o tratamento combinado na fase 

tardia de infecção.  
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Foi avaliado a presença de fungos viáveis nos órgãos dos animais infectados e 

infectados e tratados, com a finalidade de verificar se o tratamento tem reduzido o número de 

fungos viáveis nos órgãos. Para isto, o número de fungos viáveis dos animais que foram 

infectados e aqueles infectados e tratados foram realizadas a contagem de CFUs do pulmão, 

fígado, baço e epíplon/pâncreas conforme mostrado na figura 43.  

Os resultados mostrados podem sugerir que o Celecoxibe tem contribuído para 

reduzir o número de fungos. Desta forma, foi necessário avaliar se o fármaco atuava na 

ativação de células do sistema imunológico ou se tem propriedades fungicidas ou fungistática 

sobre o P. brasiliensis, uma vez que já foi demonstrado atividade antitumoral, antifúngica e 

antiviral (KOSELNY et al., 2016). A combinação dos dois medicamentos foi capaz de 

diminuir significativamente no número de fungos, podendo sugerir que o Celecoxibe foi 

capaz de melhorar ainda mais a atividade do Itraconazol frente a este fungo. Estudos feitos 

por Pereira et al., (2013) mostraram que o Celecoxibe administrados nos animais infectados 

por Histoplasma capsulatum também foi capaz de reduzir o número de fungos viáveis, 

sugerindo uma maior ativação de células e aumentando os níveis de NO e algumas citocinas 

como IFN-γ.  

Considerando todos os resultados em conjunto pode sugerir uma interação complexa 

entre P. brasiliensis, resposta imune do hospedeiro e a influência do tratamento. Os 

mecanismos desta interação nos animais tratados modificaram alguns aspectos apresentados 

nos animais com infecção e não tratados. Estas modificações podem ser verificadas através 

dos resultados obtidos por meio, do teste de HTT, produção de anticorpos específicos, 

características histológicas, produção de citocinas e óxido nítrico, estudo histológico e CFU. 

A combinação de fármacos mostrou benéfica na fase inicial e crônica da doença, 

representando um resultado bastante promissor.  
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7 CONCLUSÕES  

 

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho, pode concluir que: 

 

Os testes in vitro mostraram que o Celecoxibe foi capaz de reduzir o número de 

fungos viáveis e quando combinado com Itraconazol houve uma melhor redução. Ainda nos 

testes in vitro o uso de Celecoxibe combinado com Itraconazol mostrou melhorar a atividade 

fungicida das células esplénicas e consequentemente reduzir o número de fungos viáveis.  

Os testes in vivo mostraram que a taxa de sobrevida e o peso dos animais que 

receberam os diferentes tipos de tratamento não tiveram significância estatística em relação 

aos animais infectados e não tratados.  

Os resultados mostraram uma produção significativa de anticorpos como IgM, IgG, 

IgG1a e IgG2b principalmente na fase crônica da doença. Os animais que receberam o 

tratamento combinado tiveram menores concentrações destes anticorpos em relação aos 

demais grupos. A presença destes anticorpos in situ no omento/pâncreas mostrou uma 

presença significativa de IgM nos animais infectados e com tratamento combinado na 

infecção inicial e uma presença significativa de IgG nos animais infectados e com tratamento 

combinado na infecção tardia. A produção de anticorpos controlada indica uma importante 

contribuição da imunidade humoral para o controle da infecção. Sendo assim, pode sugerir 

que a estratégia de tratamento combinado tem se mostrado uma boa alternativa.  

As citocinas IL12, IL4 e KC apresentaram concentrações significativas nos órgãos 

testados. Estes dados indicam que inicialmente a resposta inflamatória exerce um papel 

importante no controle do processo infecioso. À medida que ocorre o curso da infecção a 

concentração destas citocinas tentem a diminuir principalmente nos animais que receberam o 

tratamento combinado.  

A IL-17 e GM-CSF apresentam concentrações menores nos animais com tratamento 

combinado. Estes dados podem sugerir uma infecção controlada principalmente neste grupo 

de animais. Os resultados de imuno-histoquímica mostraram um número reduzido de células 

imunocoradas para estas citocinas.  

As lesões apresentadas na paracoccidioidomicose tendem a serem minimizados 

quando os animais recebem o tratamento com Celecoxibe. As lesões são ainda menos intensas 

nos animais que receberam ambos os tratamentos (Celecoxibe e Itracozanol). Podemos 

concluir também que diversos parâmetros indicam gravidade do processo infeccioso. No 

entanto, nos animais que receberam o tratamento combinado estes parâmetros passaram a se 
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aproximar dos resultados de animais hígidos. Tais resultados foram notados na fase inicial da 

doença e tardia da doença, porém e para melhor compreender, correlacionar os tratamentos e 

os parâmetros fisiopatológicos apresentados nos animais com paracoccidioidomicose foi 

necessário verificar in situ a presença de citocinas e anticorpos.  

Estes resultados em conjunto sugerem que a combinação de Celecoxibe e Itraconazol 

influencia positivamente na redução do desenvolvimento da resposta granulomatosa. Há uma 

imunomodulação positiva que sugere o controle da infecção e melhora de todos os 

parâmetros, principalmente na redução do número de fungos viáveis. Deste modo, pode-se 

inferir que esta combinação de fármacos pode ser uma estratégia inovadora no tratamento da 

PCM.  
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MATERIAL SUPLEMENTAR 

 

 

Análise da quantidade de hepatócitos totais, uni e binucelados 

 

O número de hepatócitos totais, uni e binucleados foram analisados conforme mostra 

abaixo. Em relação ao número de hepatócitos totais na fase inicial da infecção, foi possível 

perceber que nos animais infectados e não tratados há uma redução significativa destas células 

em relação aos demais grupos. Já no grupo que recebeu o tratamento somente com Itraconazol 

houve um aumento e curiosamente nos animais que receberam o tratamento combinado notou 

que apresenta resultados semelhantes ao dos animais sadios. Na fase tardia nos animais 

infectados e não tratados o número de hepatócitos totais é significativamente maior em 

relação aos demais grupos. Também os animais tratados somente com Itraconazol houve uma 

redução significativa destas células em relação aos demais grupos. Vale ressaltar que nos 

animais com tratamento combinado houve uma redução destas células e os resultados são 

semelhantes aos animais sadios.  

Em relação aos hepatócitos uninucleados é possível perceber que na fase inicial da 

infecção há uma redução significativa destas células nos animais infectados e não tratados e 

nos animais tratados somente com Celecoxibe. Em especial, nos animais que receberam o 

tratamento combinado notou que o número destas células é semelhante aos encontrados no 

grupo de animais sadios. Na fase tardia os animais infectados e não tratados houve um 

aumento significativo destas células em relação aos demais grupos. Curiosamente no grupo 

tratado somente com Itraconazol houve uma redução significativa em relação aos demais 

grupos. Em relação ao número de hepatócitos binucleados não houve diferença estatística 

tanto na fase inicial quanto tardia da infecção. 

Estes resultados podem sugerir que no grupo de animais infectados e não tratados o 

fungo causa uma lesão inicial neste órgão e que na fase inicial quase não há um 

comprometimento do número destas células. Tal fato pode ser explicado por trabalhar com a 

linhagem de camundongos swiss, que se comportam como modelo animal resistente para este 

fungo e também pode sugerir que o fungo está mais concentrado dentro dos granulomas e não 

de forma disseminada no órgão. Também pode sugerir que o tratamento mesmo sendo 

combinado não alterou o número destas células, ou seja apresentando resultados semelhantes 

ou muito próximos dos apresentados pelos animais sadios. Ainda é possível inferir que o 

tratamento combinado está agindo em sinergismo e induzindo uma melhora no quadro 

infecioso desde o início da infecção.  
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Número de hepatócitos totais, uni e binucleados dos animais infectados por via intraperitoneal com Pb 18 

durante 15 dias de infecção e tratamento e 120 dias de infecção e tratamento.  

 

Legenda: Grupo não infectados e não tratados (NI+NT). Grupo infectado com Pb 18 e não tratado (Pb 18). 

Grupo infectado e tratado com Celecoxibe (6 mg/Kg). Grupo infectado e tratado com Itraconazol (Pb 

18 + I) (3 mg/Kg). Grupo infectado e tratado com Celecoxibe + Itraconazol (6 mg/Kg) (3 mg/Kg), 

respectivamente. Os resultados para cada grupo estão representados como média ± erro padrão da 

média. Diferença estatística entre os grupos (@) p<0,05 entre Pb 18 vs os diferentes tratamentos e 

(***) p<0,001 entre os diferentes tratamentos, teste Two Way ANOVA, pós teste de Tukey. Os testes 

foram realizados em triplicata. 

 

Fonte: do autor 
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ANEXO A 

CRONOGRAMA INICIAL, ATUAL E FUTURO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Atividades para o ano de 2018, 2019 e 2020 

respectivamente. 

Meses 

Submissão do projeto ao Comitê de Ética no 

uso Animal da UNIFAL, planejamento 

experimental, aquisição de materiais e 

reagentes de consumo durante os 

experimentos, treinamento das técnicas 

utilizadas.  

1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 e 12 

Infecção dos animais e tratamento por 15 

dias. Coleta dos órgãos e realização do CFU. 

Preparação das lâminas e análise histológica 

geral. Realização de imunohistoquímica e 

análise das lâminas. 

1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 e 12 

Obtenção das imagens histológicas, análise 

estereológica e análise estatística. Elaboração 

de resumos e artigos para apresentação em 

eventos científicos. Posteriormente, 

submissão em periódicos, elaboração e 

entrega do trabalho de qualificação.   

1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 e 12 

Infecção dos animais e tratamento por 120 

dias. Coleta dos órgãos e realização do CFU. 

Preparação das lâminas e análise histológica 

geral. Realização de imunohistoquímica e 

análise das lâminas. 

1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 e 12 

Atividades para o ano de 2021 Meses 

Obtenção das imagens histológicas, análise 

estereológica e análise estatística. Será feita a 

produção de gráficos e pranchas histológicas, 

redação de relatório final, elaboração de 

resumos e artigos para submissão em eventos 

e periódicos. Por fim, elaboração e entrega da 

tese para defesa. 

1, 2, 3, 4, 5 e 6 
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ANEXO B 

 

CARTA DE APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA 
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ANEXO C 

PRODUÇÕES CIENTÍFICAS  
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ANO DE 2019 RESUMOS EM ANAIS NACIONAIS E INTERNACIONAIS 
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PREMIAÇÃO ANO DE 2019 
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