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RESUMO

Sessenta camundongos foram inoculados por via venosa com suspensoes de 10.000 e
10.000.000 conidios de Aspergillus niger por ml ¢ estudados quanto a patogenia e
cardter acidofilico do fungo. Os animais foram divididos em trés grupos: diabéticos e
aciddoticos: diabéticos exclusivos e controles sadios. através do uso do aloxano,
confirmados através da glicemia, glicostria e cetonuria. Os resultados medidos
através do tempo de sobrevida dos camundongos, concentragiio do parasitismo
fUngico, nimero de orgdos envolvidos ¢ grau de reagdo tecidual mostraram dados
estatisticamente significativos do A. niger com a acidose metabdlica, como fator de
risco, para aquisicio de aspergilose e como fator agravante do prognostico. O A.
niger nio se mostrou patogénico para os conbroles sadios nas concentragdes

releridas.



xvi

ABSTRACT

Sixty mice were inoculated by venous way with 10 000 and 10 000 000 conidia
suspensions of Aspergillus niger per ml, and were studied taking into consideration
the pathogenicity and acidophilic character of the fungus. The antmals were divided
into three groups: diabetics and acidotics, purely diabetics and healthy controls, using
aloxane and confirmed by glycemia, glycosuria and ketonuria. The results, measured
by the mice survival time, fungi parasitism concentration, number of organs involved
and grade of tissue reaction, showed statistically significant results with metabolic

gillosis acquisition as a prognostic

acidosis, as a factor ol risk, considering the aspery
aggravating factor. A. niger has not proved to be pathogenic for the healthy controls

in the referred concentrations.
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ENTRODU CAO

O termo Aspergillus ¢ derivado da semelhanga da frutificagdo vegetativa
deste fungo, com o aspersorio (do latim aspergillu), usado em cerimdnias religiosas,

para aspergir agua buxta( MICHELLIL, 1729).

Os fungos do género Aspergillus estiio amplamente distribuidos na natureza,
da Antartica ao deserto do Saara, tendo sido encontrados em altas camadas da
atmosfera. Com cerca de 600 espécies e variedades (SALFELDER, LISCANO &
SUERTEIG, 1990), constituem-se em um dos microrganismos mais comuns do am-

biente humano e animal (WAGNER, 1985).

A microformologia dos aspergilos nos cortes histoldgicos, ¢ de hifas septadas,
. ~ . . 0 ~ r , ~
com ramificagio dicotomizada de 45, apresentando ou ndo vesiculas (orgio de

frutificacio).

Entretanto a identifica¢iio das espécies exige o isolamento em meios de cultivo,

com a andlise de suas peculiaridades morfologicas (RAPER & FENNELL, 1977),

1

destaca-sc a seguir a apresentagiio usual do Auniger (Fig. 1)

" MICHELLI, P.A. apud BARDANA, E.J. JR. - The clinical spectrum of aspergilioses. Part I
Epidemiology, pathogenicity, infection in animals and immunology of Aspergillus, Crit. Rev. Clin.
Lab. Sci. 13: 21-63, 1980.



Fig. I: A. niger: Vesicula globosa de até {00um de didmetro, esteregmos, cerca de duas vezes o
comprimento das fidlides (x 500). (AUSTWICK, 1977).

Os conidios aspergilares encontrados no solo, dgua e ar atingem concentragdes
mais elevadas no feno, palha e vegetais em decomposigio. Estes fungos sdo
freqiientemente isolados de vdrias partes do corpo de individuos normais e de
pacientes sem evidéncia clinica de aspergilose como: saco conjuntival, garganta e
criptas amidalianas, laringe, secre¢fes bronquicas e escarro, fezes, trato vaginal e na
supetficie cutdnea (LANDAU, NEWCOMER & SCHULTZ, 1963). Por outro lado, a
aspergilose ¢ referida como infecgdo nosocomial ha duas décadas, como importante
causa de morbimortalidade, tendo o centro para controle e prevengdo de doengas
(C.D.C.) de Atlanta (EUA) verificado aumento de 158% em sua incidéncia entre
1970 ¢ 1976. A principal fonte de contagio € a dispersdo conidial aérea. Surtos
epidémicos t&m surgido quando da renovagdo de unidades hospitalares, ou devido a

construgdes e demolicdes (ARNOW et al., 1978; OPAL et al., 1986; RAME, 1991).
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Um levantamento em 94 paises destacou o género Aspergillus, entre o primeiro e o
décimo quinto tugar na incidéneia de conidio aéreo ¢ fregiiéneia de 22% no total das
amostras colhidas (BARDANAL 1980, part.1), que quando disseminados pelo ar,
permanecem em suspensiio resistentes a dissecagiio sendo facilmente inalados. Outras
formas de contagio dependem do crescimento aspergilar em medicacdes parenterais
abertas, pircui(ms de didlise ou relrigeragiio, alimentos ¢ em certas drogas como a

marijiiana (BARDANA, 1980, part. 1),

Apos o contagio, os macrofagos constituem a primeira linha de defesa contra
os conidios aspergilares. scjam cles ialados, ingeridos ou inoculados por via venosa.
Apds a lagocitose, os confdios sofrem lise enzimatica no reticulo endoplasmatico
rugoso, impedindo a transformagio para a forma miceliana. A exata via bioquimica e
o fempo gasto para esta destruicfio. embora nio totalmente esclarecidos, ndicam a
utilizagdo de mecanismos ndo oxidativos como peptideos catidonicos (BETHUNE &
MOFFAT, 1933; FORD & FRIEDMAN, 1967 REPENTIGNY et al., 1993). Por
outro lado, as hifas t&m a capacidade de destruir os macrofagos e invadir as barreiras
orgdnicas. Nesta fase. a fagocitose € exercida pelos polimorfonucleares ¢ mondeitos.
A destruigiio das hifas ¢ feita por mecanismos oxidativos com a liberagio da Hp0Op e
pela aciio do sistema da micloperoxidase, utilizando-se ou nilo vias oxidativas
(TURNER etal,, 1976; SCHAFFENER et al., 1983 LEMOS & JUNSEN, 1985). DE
BRACCO, BUDZO & NEGRONI (1970) ¢ STURTEVANT & LATGE (1992)
demonstraram que a ligagiio entre granuldceitos ¢ conidios ¢ imediata ¢ dependente da

ativacgio da via alternativa do complemento pela hifa aspergilar.

Raramente os aspergilos podem agir como fungos patogénicos e invadir os
tecidos de hospedeiro normal, pois ém capacidade patogénica limitada, Usualmente
sdio fungos oportunistas, capazes de causar infecgGes muito graves, favorecidos por

fatores predisponentes - doengas subjacentes c/ou drogas - ou apds serem

implantados em tecidos lesados (LONDERO & GUADALUPE-CORTES, 1990).

Aspergilose, definida como infecgfio fungica causada por espéeies de

aspergilos. constitui, apos a condidose, a mais [reqliente micose oportunistica

—




humana (HUTTER & COLLINS, 1962; LONDERO & GUADALUPE-CORTES,
1990). O efeito alérgico e toxico, produzido pelas toxinas dos membros deste género,
nido deve ser considerado como aspergilose (SALFELDER, LISCANO &
SAUERTEIG, 1990). A micose pode resultar de colonizagdo, invasio de cavidades
pré-formadas ou disseminacdo sistémica dos elementos fungicos (AL-DOORY,
1985). Seu diagnostico ¢ diffcil, devido a falta de especificidade dos sintomas e a
necessidade de distinguir entre contaminantes e agentes infectantes nas cepas
isoladas em laboratdrio. O género Aspergillus, descrito por MICHELLI em 1729, foi
caracterizado como agente de aspergilose pulmonar por SLAYTER, em 1947,
Contudo, for VIRCHOW que, em 1856, relatou achados histopatolégicos, com tal
acuidade, que se tornou possivel identificar o primeiro caso da micose ocasionada

pelo Aspergillus fumigatus (WAGNIER, 1985).

Diferentes fatores influem na patogenia da aspergilose (BARDANA, 1980,
part. 1): concentragdo de conidios na atmosfera; tamanho e forma dos conidios;
termotolerancia; producfio de micotoxinas; idade e competéncia imunoldgica do
hospedeiro; mutabilidade das espécies; grau de alergenicidade e condigdes

atmosféricas, especialmente umidade.

FEsquematicamente, os fatores determinantes do tipo de aspergilose podem ser
resumidos em trés: tamanho do indculo fingico, imunidade do hospedeiro e estrutura

anatdmica.

Como a aspergilose ¢ fundamentalmente uma doenga pulmonar, podemos
resumir as formas clinicas em: aspergilose invasiva aguda, aspergilose pulmonar ne-
crosante cronica (APNC), aspergilose broncopulmonar alérgica (ABPA) e colo-
nizacdo intracavitaria pulmonar aspergilar (CIPA) e interligé-las em um diagrama de
VENN (Fig. 2), conforme o proposto por PENNINGTON (1980) e modificado por
SEVERO (1993). Como vimos, a apresentacfio clinica da aspergilose depende mais
do hospedeiro do que do fungo, nos pacientes imunodeprimidos, as hifas atuam como
agente infectante, e o grau de invasdo dependerd da imunodepressdo. Pacientes

gravementes imunodeprimidos (neutropénicos) apresentarfio aspergilose invasiva



aguda. Se a imunodepressio for leve (corticoterapia), a invasdo fungica sera limitada,
ocasionando a aspergilose semi-invasiva ou aspergilose pulmonar necrosante cronica
(BINDER et al., 1982). Pacientes com hipersensibilidade (asma bronquica) terfio
crises de dispnéia desencadeadas pela presenca de elementos fungicos na arvore
bronquica, caracterizando a aspergilose broncopulmonar alérgica. Nos pacientes com
subversﬁ}o‘ da arquitetura normal dos pulmdes, que dificultem a fagocitose, presentes
na cavidade de tuberculose saneada, bolha de enfisema, pneumatocele, abscesso
pulmonar, bronquiectasia, pneumonia, granuloma eosinofilico, histoplasmose, sar-
coidose, fibrose actinica ou pulmonar idiopatica, dentre outras, os conidios germinam
e produzirfio hifas que em continuo crescimento e devido as dificuldades de
drenagem bronquica ocasionarfio a colonizagiio intracavitaria pulmonar aspergilar

(bola fungica).

ASPERGILOSE PULMONAR

(Deterninantes: freqiiéncia e intensidade da instalaciio)

FORMA INVASIVA CIPA

I: colonizador

H: cavitirio,
imunocompetente

T: eirtirgico

: agente infectante
H: imunodeprimido
T antifingico

HIPERSENSIBILIDADE
ASPERGILAR

F: alergénio
H: atépice
T: corticoterapico

= fungo, I = hospedeiro, T = tratamento

Fig. 2 - Espectro clinico da aspergilose, de PENNINGTON (1980), modificado por
SEVERO (1993).
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Outras patologias pulmonares relacionadas aos aspergilos referem-se a

situagdes clinicas de menor prevaléncia como:

e Alveolite alérgica extrinscca (AAL), provocada pela inoculacio repetida ou
macica em individuos nflo atdpicos (BARDANA, 1980, part.2 ; BODEY &
VARTIVARIAN, 1989);

e Aspergilose broncopulmonar saprofitica: dependente da coloniza¢io da arvore
tfraqueobronquica, sem causar lesfio tecidual em portadores de fibrose cistica,
doenga pulmonar obstrutiva crénica ¢ asma bronquica (BARDANA, 1980, part.

2:BODEY & VARTIVARIAN, 1989);

e Aspergilose pulmonar primaria (APP): pouco freqgiiente e caracterizada por reagdo
granulomatosa supurativa sem invasfio vascular pelo fungo em paciente
imunocompetente. Distingue-se da APNC, onde had reagfio piogénica aguda,

necrose e invasio vascular (BINDER, et al., 1982: BROWN, et al., 1988);

¢ Traqueobronquite necrosante por Aspergillus (TNA): com envolvimento da
arvore traqueobronquica sem invasfo do parénquima circunjacente em individuos

imunodeprimidos (LONDERO & GUADALUPE-CORTES, 1990);

Os principais agentes etioloégicos da aspergilose humana e animal sdo
Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavas e Aspergillus niger (TOIGO, 1959;
BATHIA & MOHAPTRA, 1969, part.1 e 2; PENA, 1971; SINSKI, 1985).

A termotolerfncia {Ungica guarda estreita relagiio com patogenicidade, o que
podera explicar o predominio do A. fumigatus em relagfio ao A. flavus e ao A. niger
(Tabela 1). Da mesma forma, o menor didmetro conidial facilitaria a propagacéo e
inalagdo do A. fumigatus. Comparativamente, o A. niger tem conidio com maior
didmetro e ponte interconidiana mais firme, o que dificulta a dispersio; este fungo,
~quando nos tecidos dos hospedeiros, é prontamente fagocitado, ocasionando menor
dano tecidual do que A. fumigatus e A. flavus (BHATIA & MOHAPATRA, 1969,
part.1 e 2). Estas caracterfsticas tornam o A. niger menos patogénico (CHANDLER,

1981; SINSKI, 1985).



Tabela 1 - Termotolerdncia ¢ didmetro conidial de grupos de Aspergillus

Grupo Temperatura Didmetro do conidio -
méaxima (°C) : (um) '

A. fumigatus 50 -52 3,0

AL niger 44 6-7

A. flavus 42 5-6

(Dados retirvados de SCHOLER, 1974)

Conm relagio as carcteristicas patologicas desta espéeie, SEVERO (1987), em
estudo caso-controle, compara variaveis clinicas e laboratoriais entre A. fumigatus
(controle) e A. miger (casos), mostrando associagio estatisticamente significativa
com o A. niger para diabete mélito (Razdo de chances = 10, 67; p < 0, 001). A
hipotese gerada nesta tese foi a de que a relagfio do A. miger com diabete fosse
devido a tendéncia a acidose que ocorre nestes pacientes, uma vez que o A. niger ¢
fungo acidofilico (ABDEL-RAHIM & ARBAB, 1985), conforine mostra a figura

trés.
100 71
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80
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80

50 1

40

30 +

20

0

g3 4.8
50
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n

GERMINACAO (%)

TEMPO (horas)

Figura 3 : Efeito do potencial hidrogénioionte (pH) na germinagfio do A. niger.
Dados retirados de ABDEL-RAHIM e ARBAB (1985).



Comparar a acidose metabolica e a hiperglicemia como fatores de risco para a
aspergilose por A. niger, através de modelo experimental, utilizando camundongos

infectados por via venosa, justifica este trabatho.



e
~ OBJETIVOS

2.1 - GGeral

2.1.1 - Testar a patogenicidade do A. miger em camudongos normais,

diabéticos e com acidose metabolica, infectados por via venosa.

2.2 - Ispecificos

2.2.1 - Verificar a importdncia da acidose metabdlica na aquisi¢do e
prognostico da infecgdo pelo A. niger, em comparagdo com a

hiperglicemia;
2.2.2 - Descrever o padriio histopatologico produzido pelo A. niger,

2.2.3 - Verificar as células envolvidas na reagdio tecidual e a produgio de

cristais de oxalato de calcio na aspergilose invasiva experimental;

2.2.4 - Verificar a sensibilidade do cultivo no diagnéstico da aspergilose, com

relaciio a coloraglio pela prata, considerada o padrio dureo;,

2.2.5 - Revisar a oxalose distréfica produzida pelo A. niger.
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3.1.2 - O fungo

O AL niger [oi fornecido pelo Dr. AL AL Padhye, (Center for Disease Control
and pervention, Atlanta, GA, EUA), cepa sabidamente de alto poder patogénico
(CDC B-5202). Inoculado sob a forma de suspensio conidial, produzida através da
semeadura do fungo em placa de Petri contendo meio de Sabouraud glicose a 2%
agar ¢ incubado a 35°C por 3 a 7 dias até a completa conidiogénese. Os conidios
foram resuspensos em tubos contendo 20 ml de solugfio salina/tween 80 estéril,
homogencizados cm vortex ¢ liltrados através de 18 de vidro estéril. Em seguida,
centrifugou-se a solucdo a 5.000 rpm / 5 minutos, e os conidios resuspensos em 5 ml
de salina/tween 80 estéril. As suspensdes foram quantificadas em cimera de

Neubauer, estabelecendo valores de 10.000 e 100.000 conidios por ml.

3.1.3 - A drog:

O monohidrato de aloxano a 3% (Sigma) foi utilizado na dose de 100 mg/kg de
peso. A soluglio preparada imediatamente antes da injecfo venosa foi diluida em
salina estéril a 0,9%, utilizando 0.1ml da solugfio. O placebo constituiu -se de 0,1 ml

de cloreto de sédio 4 0,09.

3.1.4 - Os meios de cultivo

Os fragmentos de tecidos foram cultivados em meios de Sabouraud glicose 2%
agar com cloranfenicol (Scl), e incubados a temperatura de 35°C, até¢ a completa

germinac¢io, quando as coldnias [Gingicas tomaram a cor negra caracteristica.

3.1.5 - Técnieas de coloragiio

Processou-se o exame microscopico do material de autopsia no setor de
patologia da Fundagio Faculdade de Ciéncias Médicas de Porto Alegre (FFCMPA).
Os fragmentos de tecido foram embebidos em formol a 10% e incubados em
parafina. Fizeram-se cortes de 4 mm de espessura em microtomo, e corados pela
prata (GROCOTT, 1955), para vizualizagdo dos elementos fungicos, e pela

hematoxilina ¢ eosina (H&E) para analise da reagéo tecidual.
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Glicosuria e cetontria também foram verificadas diariamente por fita reagente
em contato com uma gota de urina e analisadas por leitura visual com comparagio

colorimétrica, conforme instrugdes do fabricante (Keto-diastix, Bayer).

3.2.3 - Hiperglicemia ¢ distrbio metabdlico

Provocou-se o diabete mélito com o uso de aloxano, conforme método descrito
por WAISBREN (1948). Foram considerados diabéticos os animais com glicemia
igual ou superior a 300mg % e/ou glicostria de trés ou mais cruzes, presentes 48
horas apds o uso da droga e que assim se mantivessem até o 6bito ou o momento do

sacrificio.

Obleve-se a associagiio de hiperglicemia e acidose metabdlica com a utilizagfo

do aloxano, conforme descrito por LUKENS (1948),

3.2.4 - Autopsia

A autdpsia for praticada no momento do 6bito dos animais. Os que
permanecessem vivos até 22 dias apos a inoculagio da suspengio conidial eram
sacrificados, utilizando-se chumago de algoddo embebido em éter dentro de uma

~

campdinula.

Realizou-se a autopsia de forma asséptica. Cada camudongo morto era lavado
com uma solugéo de dlcool-iodado por toda a carcaga. Apos, era fixado, expondo-se
sua superficie ventral e sumetendo-o a incisdo mediana, com a retirada do figado,

pulmdes e rins, sempre nesta seqiiéncia.

3.3-PROTOCOLO
3.3.1 - Modelo experimental

Realizou-se estudo prospectivo, caso-controle, constituido por trés grupos de
animais:
Grupo 1: portadores de hiperglicemia associada a acidose metabdlica;
Grupo 2: portadores exclusivamente de hiperglicemia;

Grupo 3: controles sadios.



Dividiu-se o estudo em duas etapas, testando as concentra¢fes fingicas de
10.000 ¢ 1.000.000 conidios por mililitro, respectivamente. Nos dois modulos, foram

infectados animais dos trés grupos.

Inicialmente criou-se o estado de hiperglicemia pura ou associada a acidose
metabolica, atraves da inoculagio de 0,1 ml da solug@o de aloxano a 3% no saco venoso
conjuntival nos animais dos grupos | e 2, e de placebo nos controles. O trabalho foi

realizado utilizando-se 2 animais em cada grupo simultaneamente.

Nos camudongos em observagio, 48 horas apds a injegfio do aloxano ou placebo,
mediu-se diariamente a glicemia, sendo exclufdos os animais que morreram nas
primeiras 72 horas apds inoculagiio da droga ¢ os que nfio atingiram glicemias iguais ou

maiores que 300mg%.

A seguir, inoculou-se por via venosa a suspensdo conidial do A.niger, realizada
dois dias apos o uso do aloxano nos camudongos do Grupo 1 (hiperglicemia e acidose
metabolica) e apds 7 dias de utilizado o aloxano, nos animais do Grupo 2, (hiper-
glicemia), respectivamente. Os controles foram infectados com a suspenséo fungica de
forma pareada a cada animal dos Grupos 1 e 2. Inicialmente utilizaram-se suspensdes

de 10.000 conidios/ml e posteriormente a suspensio de 1000.000 conidios/ml.

Apos a inoculagiio conidial, os animais eram avaliados diariamente. A autopsia
foi realizada em até 12 horas apos a morte espontdnea dos camundongos, sendo
retirados o figado, pulmdes e rins. Parte do material era cultivado em Scl e incubado a
35°C, com o restante embebido em formol a 10% para analise histopatoldgica. Apos a
inoculacdo conidial, eram sacrificados os camudongos vivos no vigésimo segundo dia,
sendo sumetidos & autdpsia conforme os pardmetros anteriores. Os meios de cultivo

eram desprezados na terceira semana quando negativos para A. niger.

O estudo microscopico foi preparado, inicialimente, com a coloraco pela prata,
utilizando-se trés cortes seriados, por orgdo estudado, e posteriormente um corte corado
pelo H&E, nos casos em que se identificou o A. niger, para a analise da reagdo
tecidual. A avaliagfio das laminas coradas pela prata foi feita por dois observadores
independentes, cegos quanto ao grupo. A descriciio histologica foi realizada por um
patologista cego quanto ao grupo, e o resultado da concentragiio fiingica observada na

coloragio pela prata.
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3.3.1.3.3 - Moderada

Infiltrado de 31 a 60 célulns

Padrao do exsudato mflamardrio moderado em parénquima re

amatorio leve, em parénguima renal (H& B 5 x 100).

por campo de menor aumento examinado (Fig. 9).

nal



celutas por campo de menor aumento estudado

3.3.1.4- Parasitismo fangico

Concentraco de hifas e/ou conidios nos

3

{os em [dminas coradas pela prata,

pequeno aumento (x 100) foi medida através da seguinte padronizagio:
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3.3.2 - Estudo estatistico

Dentre as trés laminas analisadas para cada 6rgfo, as variaveis quantitativas
foram transformadas em qualitativas, para fins estatisticos, como se segue: ausente =

0: leve = 1;: moderada = 2: intensa = 3.

O erro alfa foi estabelecido em 5%, ¢ para andlise estatistica utilizou-se o
Special Package for Social Sciencs (SPSS), com os testes nfdo- paramétricos de
Krustal-Wallis na comparagio dos 3 grupos em estudo, Mann-Whtiney U - Wilcoxon
para analise de amostras pareadas, independentes, e o coeficiente de correlagio de
Spearman (SIEGEL, 1979; LEE, 1980). As varidveis em estudo foram agrupadas em

banco de dados do programa Ept Info, Computador Pessoal (PC) - 486.
prog ]



ol o
RESULTADOS

A amostra analisada constou de 60 animais,  distribuidos  com 19
camundongos no Grupo T (Diabete mélito associada & acidose mietabolica), 20 no
Grupo 2 (Diabete mélito) ¢ 21 controles sadios.

O tempo de sobrevida foi signilicativamente diferente entre os 1rés grupos (28,
31 de graus de liberdade ¢ p = 0,001) (Tabela 2). A andlise pareada dos grupos

mostrou diferenca significativa entre os grupos de animais com diabete e acidose, em

Fotretanto ndo houve diferenga no tempo de sobrevida entre os controles e os

camudongos com diabete mélito sem acidose (p = 0.054).

Tabela 20 Tempo médio de sobrevida dos camundongos.

Grupol Grupo2 Grupo 3
Tempo (dias) Diabete + Acidose Diabete Cohh‘di‘é’
M’inimo 3.00 400 | 4()()
Médio 4,47 12.09 17,19
Maximo 7.00 22.00 22,00

A distribuiciio da sobrevida ao longo do tempo ¢ analisada na figura
dezesseis, que mostra a mator sobrevivéncia acumulada para o Grupo 3 (Controle),
scguida do Grupo 2 (Hiperglicemia) ¢ finalmente pelo Grupo 1 (Diabete mélito
associada a acidose). No quinto dia do experimento. apenas 38% dos camudongos
com acidose estavam vivos. ao lado de 90% dos controles ¢ 95% dos diabéticos.

Todos os animais da amostra permaneceram vivos at¢ o terceiro dia do experimento.



O platd desta correu em tormno do 157 dia do experi

W

animals com diabete ¢ os controles, quando nllo mais se observava queda acentuada

nas curvas de sobrevivéncia, nestes dois grupos.

<= Diabete + acidose
2 Diabate
=== Controle

Sobrevivénels Acumulade
@
B

12 3 456 7T 8 W34BT 802
Tempo {Dias}

B

%ﬁ?@ﬁ%%ﬁ%

dos camundongos no

em torno da median:

(quarto dia) ocorren no grupo 1 {diabete ¢ acidose) o grupo mais homogéneo, onde

podemos observar amplitude interquartilica de apenas 3 dias. Seguido pelo grupo dos

diabéticos, com mediana concentrada no décimo segundo dia ¢ amplitude entre os

o

quartis 25% ¢ 75% de 12 dias. A maior laxa de disp y € observada nos controles,

cuja diferenga do ntmero dos animais vivos entre o infcio ¢ o final do estudo foi de

lins, com mediana de vinte ¢ dols dias.
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Quanto ao nimero de 6rgdos infectados pelo A. miger. ndo houve diferenca

estatisticamente significativa entre os portadores de acidose e hiperglic

X

k E

ys aos portadores de hiperg

A andlise da concentragiio de hifas mostrou que os animais portadores de

acidose ¢ digbete apresentaram maior nimero de hifas nos tecidos, evidenciando o

k.

maior germinacio conidial neste grupo, gradagio de 22,63 no teste de Wilcoxon. Nio

controles houve diferenca

¥2 em relacio aos diabéticos e

O coeliciente de comrelaclio de Spearman, aplicado na comparagiio dos

resultados obtidos entre os trés grupos em estudo, resultou em valores negativos de -

entre g con

eniragio de hifas nos tecidos ¢ o tempo de



27

sobrevida alcangado pelos antmais, independente da magnitude do indculo de A

~

niger utilizada (p= 0,0002), veja tabela trés.

Tabela 3: Correlagiio entre tempo de sobrevida ¢ ntimero de hifas presentes nos tecidos.

Grupos Coeficiente Spearman p
Controles - 2.8% 0.9
Diabete mélito ¢ acidose - 38% 0,048
Diabete mélito - 69% 0.,0002

Na analise individual de cada grupo. verifica-se que nos controles nfio existe

enificativa entre o tempo de sobrevida alcangado pelos animais ¢ a

correlagdo sig

intensidade de clementos fingicos nos tecidos (p o 0.9), refletindo a auséneia do
potencial patogénico do A, niger para camundongos sadios. Entretanto, nos outros
dois grupos do estudo, o coeliciente de correlagiio (oi estatisticamente signiticante
(p=0,048 ¢ p=0,002), demonstrando que a sobrevida ¢ inversamente proporcional ao
ntmero de hifas presentes nos tecidos, sugerindo a auséneia de correlagdo entre o
disturbio glicémico ou metabdlico induzido nestes animais ¢ o tempo de sobrevida

por eles alcangado.

A intensidade da reacio tecidual aos elementos (tingicos aspergilares é descrita

nas tabelas quatro e cinco

g « ~ ~ . . . I§ T .. .
Fabela 4 Graduagfio da reagio tecidual & concentragio de 107 conidios Mngicos.

Grupo | Grupo 2 Grupo 3
Reagiio Tecidual (Hiperglicemia + (Hiperglicemia) (Controle)

acidose metabolica)

Ausente 46% 14% -
Leve ' 40% 21% 100%
Moderada 6% 28% -

Intensa 6% 35% -




28

. M e - . 3 ~ 4 sqe . .
Fabela 5: Graduagio da reagfio tecidual & concentragiio de 107 conidios fingicos.

, Grupo | Grupo 2 Grupo3d
Reaciio Tecidual (Hiperglicemia -+ (Hiperglicemia) (Controle) - -
acidose metabdlica)

Ausente 90% 50% -
Leve - 20% -
Moderada - 20% -
Intensa 10% 10% 100%

Houve dilerenca estatisticamente significativa quanto ao grau de reagdo
tecidual aos elementos fungicos entre os grupos de camundongos diabéticos e
acidoticos, quando comparados aos portadores de  hiperglicemia (p = 0,03);
intensidade da reacdo de 17 para os primeiros ¢ 24 nos dltimos (no teste de
Wilcoxon). O mesmo ocorreu entre diabéticos sem o disturbio metabdlico e
controles, com maior intensidade de reacio tecidual para os primeiros, graduacéo de
27 e 16, respectivamente., na andlise pareada (p = 1.0005Y. Por outre lado, ndo houve
diferenca na intensidade de reacdo tecidual quando comparados os diabéticos
aciddticos e os controles (p = 0.2), embora existisse maior grau de reagdio no grupo
de aciddticos, 22 pontos versus 18 dos controles. A figura dezenove mostra a relagio
direta entre a concentracfio de A. miger no tecido ¢ a intensidade do exsudato
inflamatorio presente no  grupo dos controles ¢ dos diabéticos sem acidose

metabolica.
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A reagiio tecidual também for analisada quanto a extensiio no envolvimento da
superficic do drgho afetado, se focal ou restrita & regifio que continha o agente
agressor ou difusa ¢ presente em regiies que ndo continham o AL niger. A reacio no
prupo 2 (diabéticos) fot difusa, diferente estatisticamente dos animais com acidose
(p = 0.03) e controles (p = 0,0005). Nio houve diferenca na extensiio da reagio

inflamatoria entre os controles ¢ os aciddticos diabéticos (p = 0.2).

A lreqiiéncia de envolvimento dos orgios destacou o predominio renal (66%
dos casos). seguido pelos pulmoes (25%) e figado (8%4). O maior envolvimento renal
csteve associado ao predominio de polimorfonucleares no grupo de animais com
diabete ¢ acidose, 80% dos casos (axb/ate), ¢ de mononucleares para o grupo 2

(diabete) 89%. (dxe/bd).

Esta diferenga foi significativa (p = 0.,022). conforme demonstrado na figura
vinte e um. Nao foram observadas diferencas no tipo de infiltrado celular no acometi-
mento pulmonar entre os grupos. Dos 60 animais da amostra e 180 orgdos avaliados,

em 28% (51/180) evidenciou-se a presenga do AL miger nos cortes corados pela prata.

Células
Grupo PMN Mononucleares Total
Diabete -+ acidose 4a I'b 35,7
Diabete le 8d 64,3
Total 5 9 14
35,7 64.3 100

Fig. 21: Predominio celular renal (p+0.022)

Com referéncia ao diagndstico da aspergilose. houve baixa especificidade do
cultivo, para A. niger. nos espécimes semeados, comparado com a coloracdo pela
prata, considerada o padriio dureo. A andlise para o tecido renal mostrou sensibili-
dade de 94%, especilicidade de 39%, valor preditivo positivo de 64% e valor
preditivo negativo de 85%, evidenciado na ligura vinte ¢ dois. A sensibilidade e
especificidade do cultivo como meio diagndstico nio pdde ser determinada em

pulmdes e figados, devido a menor {reqiiéncia de envolvimento destes orgos pelas

hifas e /ou conidios aspergilares.
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Fig. 23: Pneumonia infersticial provacada pelo A. niger (H&E [ x 100},

N abele e acidose ¢ nos exclusivamente diabéticos foram

grupo

parénquima pulmonar. sob a forma de conidios foram

1

detectados apenas no grupo 2 (diabete), vistos na ligura vinte e quatro . Na avahagiio
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26 Padriio histoldgico renal predominante nos 3 grupos do estude (H& £ x 160).
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DISCUSSAO

Aspergillus niger, embora amplamente distribuido na natureza, raramente
tem sido descrito como agente de aspergilose (AUSTWICK, 1977). O primeiro relato
de caso é de 1890, descrito por WHEATON, em paciente com tuberculose.

HANSEN (1928) encontra em 15% de asmaticos reagfio cutdnea positiva ao A. niger.

O exato mecanismo fisiopatologico do A. niger na aspergilose ndo €
totalmente conhecido. Acredita-se que alguns dos fatores comumente implicados na
aspergilose em geral possam estar envolvidos: a atuagéo do sistema de complemento,
com liberacdo de enzimas toxicas aos tecidos (DE BRACCO, BUDZO &
NEGRONI, 1976), a producdo de substancias de baixo peso molecular, capazes de
inibir fagocitose conidial pelos macréfagos (SEATON & ROBERTSON, 1989), a
liberagdo de radicais livres pelos glanulocitos. Por outro lado, a produgdo de
metabolitos € fator importante na patogenia aspergilar, no caso do A. niger, destaca-
se a produgdo de acido oxdlico (CLELAND & JOHNSON, 1956; THIEMAN, 1960;
EMILIANE & BEKES, 1964; CHAPLIN, 1977, BLACKMON & ALLEN, 1983).

Entre os fatores de risco para infecgfo aspergilar, documentados em trabalhos
experimentais, destaca-se o efeito do corticdide, capaz de provocar estabilizagfio da
membrama lisossomica, retardando a degranulag¢iio e interagdo com o vacuolo
vagocitico celular, proporcionando infecgdes aspergilares graves (EPSTEIN et al.,
1967; MERKOW et al., 1971; SHANDU et al., 1970); a granulocitopenia, inferior a
500 leucéeitos/mm’, que além de deprimir a concentragdo dos leucocitos circulantes,
suprime sua liberagdo da medula dssea, bloqueando desta maneira a principal defesa

do hospedeiro na aspergilose, que ¢ a fagocitose (FRANCOME & TOWSEND,

" WHEATON apud BETHUNE, M. & MOFFATT, W. - Experimental Pulmonary Aspergillosis with
Aspergillus niger, Superimposition of this Fungus on Primary Pulimonary Tuberculosis. J. Thorac,
Surg., 3: 86-98, 1993.
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1965; PENA, 1971). A importancia da fagocitose pode ser avaliada na Doenca
Cronca Granulomatosa da Infdncia, cujas infecgdes aspergilares sdo comuns e
severas, devido a ihcapacidadc dos neutrdfilos destes pacientes em formar radicais
oxidantes fungicidas, especialmente a 11,0,, durante a fagocitose (JOHNSON &

BAEHNER, 1971; GREENBERG et al., 1977; COHEN et al., 1981).

As drogas citostdticas ¢ imunodepressoras, utilizadas na populagio de
transplantados, predispdem a micose devido a indugdo de leucopenia e ao aumento
da porta de entrada aspergilar no trato gastro-intestinal, em conseqiiéncia da
toxicidade local destas drogas (BAKER, 1962; BARDANA, 1980, part.2). Nas
leucoses, linfoma e leucemia, também a leucopenia é o fator predisponente
(PENNINGTON, 1983; FRASER & PARE, 1989). Quanto a agfo da antibiotico-
terapia, os resultados sdo controversos (YOUNG, BENETT & VOGEL, 1971;
BARDANA, 1980; part.2). Alguns autores postulam que drogas de amplo espectro,
que sdo capazes de alterar a flora bacteriana normal, propiciam condigdes favoraveis
para a sobrevivéncia e multiplicagfio de microrganismos oportunistas (SIDRANSKY
& FRIEDMAN, 1959; SIDRANSKY & PEARL, 1961; FRASER & PARE, 1989).
Além disso, estados imunologicos pos infece¢dio por virus influenza, com linfopenia
transitoria, estimulam a invasfo aspergilar (HORN, WOOD, HUGHES, 1983;
FRASER & PARE, 1989; WIGGINS, CLARK, CORRIN, 1989).

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), por ter alteragfo primadria
da imunidade celular, ndo constitui fator de risco para aspergilose humana, uma vez
que na aspergilose a ag@o imunoldégica ¢ inespecifica e dependente da fagocitose
pelos neutréfilos e macrdfagos que se mantém inalterados nesta sidrome
(SCHAFIFNER, 1984; TUAZON, WASHBURN, BENNETT, 1985). Os casos
descritos na literatura estdo relaciondos a pacientes portadores da SIDA, mas que
possuem envolvimento de outros fatores ja conhecidos como facilitadores da
infeccdo aspergilar, nfio havendo relagiio com a deficiéncia da imunidade mediada
pelas células T. Em revisao da literatura sobre aspergilose e SIDA até 1991, SINGH,
VICTOR & RIHS revelam que dos 19 casos relatados, 15 (79%) apresentavam fator
de risco adicional para aspergilose invasiva, incluindo neutropenia, corticoterapia e

uso de drogas venosas.
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5.1 - Aspergilose humana

Os casos decritos de infecgfio humana por Aspergillus niger mais
freqlientemente tém a caracteristica de uma colonizag¢iio de uma cavidade natural ou
preformada por outra doenga. Como colonizador de cavidades naturais tem sido
descrito como agente de otite externa (STUART & BLANK, 1955; HERNANDEZ,
1990; ZAROR et al., 1991), sinusite (NIME & HUTCHINS, 1973; KOPP et al.,
1985; GUGNANI et al, 1989). Em cavidades preformadas tem colonizado
bronquiectasias (CANNON & HILL, 1935; KURREIN, GREEN & ROWLES,
1975), alteracfio do parénquima pulmonar devido a enfisema (NIME & HUTCHINS,
1973; LEE, BARNES, SCHAETZEL; 1986), doenca broncopulmonar obstrutiva
cronica (FARLEY et al, 1985), sarcoidose (ISRAEL & OSTROW, 1969;
WOLLSCHLAGER & KHON, 1984) e especialmente na seqiicla de tuberculose
(ADELSON & MALCON, 1968; HARA, MISUGI & SHIMANOUCHI, 1976;
GEMEINHARDT, ECKERT & FISHER, 1982; BUTZ, ZVETINA & LEININGER,

1985).

Pacientes com cavidades saneadas de tuberculose pulmonar tém colonizagéo
fungica intracavitaria com prevaléncia de 12% (SEVERO, 1978). O grupo etario
mais afetado varia de 20 a 50 anos com maior comprometimento masculino (2,3:1),
(JAIN, AGRAWL & AGRAWL, 1982). Nos estagios iniciais da colonizagfo ndo ha
sinais clinicos ou radiologicos e o diagnostico so pode ser anatdmico. A colonizagdo
intracavitaria pulmonar aspergilar pode permanecer incipiente por meses ou anos, ou
evoluir assintomaticamente e constituir achado radiologico casual, porém quando
assintomatica a hemoptise recidivante é o principal sintoma, presente em 80% dos
casos (BODEY & VARTVARIAN, 1989). Outras apresentagdes incluem tosse e

baqueteamento digital. Expecloragdo purulenta, febre, mal estar e emagrecimento




ocorrem geralmente devido infeccdo secundaria (LONDERO & GUADALUPE-

CORTES, 1990).

O aspecto radioldgico ¢ de uma massa arredondada, opaca intra-cavitéria,
circundada por um halo semi-lunar claro (sinal de Monod). Pode apresentar-se de
forma fixa, ligada ao parénquima pulmonar circunjacente ou moével, mudando de
posigio de acordo com a postura adotada pelo paciente. A pleura adjacente esta
freqiientemente espessada. A cavidade colonizada comumente localiza-se em lobos
superiores ou no segmento superior do lobo inferior. Geralmente unicas, podem ser

multiplas ou bilaterais. Estas massas podem sofrer lise e desaparecer e raramente

calcilicam.

O diagnostico soroldgico utilizado € a imunodifuséio dupla com positividade de
92 a 100%, IgG-ELISA ¢ quantitativo, mais sensivel, porém mais sofisticado. O

tratamento cirtrgico estd indicado apenas nos casos sintomaticos.

Nos pacientes imunodeprimidos tém sido relatados casos de aspergilose
pulmonar necrosante cronica em pacientes em que a diminuigfo das defesas ¢ leve
(UTZ et al., 1959; GEFTER et al., 1981; BINDER et al., 1982; YAMAGUCHI et al.,
1992). A aspergilose invasiva aguda no hospedeiro aparentemente normal, embora
extremamente rara, tem sido relatada (TOIGO, 1960). Como regra, esta apresentagio
clinica da aspergilose ¢ secundaria a condi¢des predisponentes como: infeccdo
bacteriana (EDGE, STANSFIELD & FLETCHER, 1971), infecgdo por outros fungos
(POLAK & ORTEGA, 1967), pos cirurgia cardiovascular (MAHVI et al., 1968:
MOORE et al, 1984) ou em pacientes profundamente imunodeprimidos
(GERCOVICH et al,, 1975; WEILAND et al., 1983; WALMESLEY et al., 1993).

Em paciente com sindrome da imunodeficiéncia adquirida, foi descrita variante de
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forma invasiva, caracterizada pela formagdo de pseudomembrana, necrosando a

mucosa bronquica (PERVEZ, KLEINERMAN, KATTAN, 1985).

Aspergilose cutinea tem sido relatada como infec¢fo primaria (CAHILL,
MOFTY & KAWAGUCHI, 1967, LOUTHRENOO et al., 1990) ou secundaria no

paciente queimado (PANKE, McMANUS & SPEBAR, 1979).

Como presentaciio rara o A. niger pode ser um fator desencadeante de asper-
gilose broncopulmonar alérgica (SANDHU et al., 1979; CHAPARAS et al., 1980,
SHARMA et al,, 1985). O mecanismo inicial consiste na colonizagiio da arvore
traqueobronquica de pacientes asmaticos. O fungo cresce e a sensibilizag@io ocorre
com a liberacio de toxinas e a presenga dos antigenos aspergilares. A reacfo imune
do tipo I resulta em broncoespasmo, eosinofilia e reagfio cutdnea imediata positiva.
Infiltrados pulmonares ¢ bronquiectasias centrais sfio conseqiiéncia da reagéo
imunolégica do tipo 3, mediada pelos complexos de IgG circulantes e a reagéo de
hipersensibilidade tardia (tipo 4) causa a formacfo de granulomas e infiltrado

mononuclear (BODEY & VARTIVARIAN, 1989).

5.2 - Aspergilose animal

As duas principais formas clinicas de aspergilose animal s@o decorrentes da
invasdo tecidual pelas hifas do fungo (aspergilose invasiva) ou pelo efeito das
toxinas, produto do metabolismo fungico sobre graos estocados inadequadamente,

ocasionando no hospedeiro a micotoxicose (ZOOK & MIGAKI, 1985).



52.1 - Infeceéio natural

O primeiro caso de aspergilose animal foi descrito ha mais de 160 anos, por
MAYER e EMMERT. A micose tem distribuigdo universal e atinge tanto animais

selvagens quanto domésticos.

A alta prevaléncia  das  preceptinas  séricas  documenta os  animais
freqlientemente envolvidos, com positividade de 72% nas aves, 48% em cavalos e
43% no gado. Nestas infec¢Ges naturais, o 0rgio mais envolvido € o pulméo, embora

possa comprometer qualquer outro sitio corporeo.

O maior interesse veterinario reside, contudo, na rinite e ofite externa em cies,
placentite com aborto micotico em gados, cavalos e ovelhas (ZOOK & MIGAKI,
1985) e a saculite aérea dos péassaros associados a presenca de cristais de oxalato de
calcio nas infecgGes causadas pelo A. niger (WOBSER & SAUDERS, 1975). PAL
(1988) relata o primeiro caso de um aborto por A. mniger em bufalo com o agente
infeccioso, disseminado por todos os orgdos, cuja fonte de contagio provavelmente
foi alimentar. Neste mesmo ano, BHATTACHRAYA descreve-o pela primeira vez

como patdgeno para peixes.

5.2.2 - Infeegfio experimental

Nos trabalhos de pesquisa, os animais de maior susceptibilidade a infecgéo
aspergilar sdo os camundongos jovens, constituindo a primeira escolha para trabalhos

experimentais com fungos deste género (CORBEL & EADES, 1977).

De forma similar a aspergilose humana, as espéeies de maior patogenicidade
para os camundongos quando testados por via inalatéria sdo A. fumigatus, A. flavus

e A. niger, em ordem decrescente (BATHIA & MOHAPATRA, 1969, parts 1 e 2).

Entretanto, nos estudos com inoculagio venosa, o maior grau de
patogenicidade ¢ verificado pelo o A. niger, seguido do A. flavus e A. fumigatus,

sendo diretamente proporcional a concentragiio dos conidios utilizada (SUGIMOTO,
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1960; SANDHU, SANDHU & DAMODARAM, 1970; DIXOM, POLAK, WALSH,
1989). O A. niger na concentragiio de até 1.000.000 conidios/ml tem baixo potencial
patogénico para os camundongos normais (FORD & FRIEDMAN, 1967; EPSTEIM
et al., 1967). Destacando resultados semelhantes com o A. niger inoculado por via
venosa nas concentragdes de 10.000 e 1.000.000 conidios/ml, os camundongos
normais (controles), quando foram sacrilicados, revelaram auséncia de reagfo
tecidual e de elementos ftngicos no material de autépsia. Isto reflete a capacidade do
sistema imunolégico em eliminar o elementos {ingicos em um curto periodo de
tempo (3 semanas). Também deve ser ressaltado que os controles envolvidos na
infecglo apresentaram reagfio inflamatéria eficaz de intensidade proporcional ao

numero de hifas encontradas nos tecidos.

Por outro lado, nos animais com diabete e diabete com acidose metabdolica, o
maior grau de patogenicidade esteve relacionada a um menor tempo de sobrevida,

com maior concentragio de hifas nos tecidos e maior numero de érgdos envolvidos.

Nos animais com disttrbio metabdlico, a reagfo tecidual foi desproporcional a
gravidade da infecgfio pelo A. miger. A histopatologia mostrou grande ntmero de
hifas com invasio vascular, maior capacidae de disseminagfio na superficie tissular
renal, ao lado de micélios na proximidade das parede bronquicas dentro dos vasos
sanglifneos e nos espacos alveolares. O infiltrado celular predominante foi de
polimorfonuclear que atua diretamente contra as formas miceliais, enquanto que nos
animais com diabete mélito a maior proporg@o de formas nfo germinantes do fungo
esteve relacionada ao predominio dos mononucleares. Assim, a imunidade celular é a
principal linha de defesa contra a aspergilose, através de dois mecanismos
independentes, os polimorfonucleares, atuando diretamente contra as hifas, ¢ os
macréfagos, dirigidos aos conidios aspergilares. SHAFFNER e colaboradores (1983)
ressaltam ainda que os macrofagos alveolares (€m maior capacidade de destruir os
conidios aspergilares que os macrofagos de origem peritoneal e atuam independentes
dos leucéeitos e monocitos (BARDANA et al., 1975; DIAMOND, et al., 1978;
FROMTLING & SHADONY, 1986; REPENTIGNY et al., 1993).
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Na avaliagfio dos dérglos, no figado ndo foram observadas hifas do A. niger,
nos trés grupos do estudo. Resultados concordantes aos descritos na literatura e
explicados pelo fato de os drgdos com maior nimero de células do sistema
monocitico/macrofagico terem maior capacidade para a fagocitose e eliminagfo dos
conidios aspergilares, antes de germinarem produzindo hifas (FORD, BAKER &
FR!,EDM/\N‘, 1968; TURNER et al., 1976). Assim o maior tropismo ¢ renal, seguido
pelo envolvimento pulmonar, em trabalhos experimentais utilizando o A. flavus
(SIDRANSKY et al.,, 1972), A. fumigatus ou A. niger (FORD & FRIEDMAN,

1967), independente da via de inoculagiio.

O padrao tecidual pulmonar de pneumonia intersticial foi encontrado por outros
autores em trabalhos experimentais, utilizando as varias espécies de aspergilos.
“studo de TURNER e colaboradores (1976), utilizando ratos inoculdos por via
traqueal, com suspenstes de 10.000.000 conidios de A. fumigatus e submetidos a
corticoterapia, evidenciou resultados semelhantes com a presenga de pneumonia
intersticial ¢ proeminente congestdo vascular, hemorragia e necrose. SIDRANSKY
(1972), moculando A. flavus em doses crecentes via peritoneal em camundongo
normais, destaca a presencga {ransitoria da pneumonia intersticial com congestéo
vascular e edema, antes da total eliminagfio dos conidios a nivel pulmonar. Em 1959,
este mesmo autor, em trabalho com camundongos imunodeprimidos com cortisona e
sob antibioticoterapia, inoculados por via inalatéria com A. fumigatus, mostra a
presenga de broncopneumonia hemorragica, com hifas invadindo a parede bronquica
e vasos. EPSTEIN e colaboradores (1967) demonstraram que camundongos sadios
com o tempo eliminam as hifas, o que reduz a intensidade do infiltrado inflamatério,
e € corroborado por nosso estudo, onde os controles sadios tinham infiltrado
inflamatorio proporcional ao ntimero de hifas nos tecidos. J& os animais com acidose
metabdlica, embora albergando intimeros elementos fingicos, apresentavam reacdo
tecidual desproporcional de baixa intensidade e ineficaz, quando comparados aos
diabéticos e aos controles. Por outro lado, a maior concentragio de elementos
miceliais explica o predominio de polimorfonucleares neste grupo quando

comparados aos diabéticos (p = 0,022).
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A nivel renal, observou-se a mesma tendéncia registrada da literatura, formagéo
de grandes massas micelials em pelve renal, circunscritas por exsudato inflamatério

(FORD, BAKER & FRIEDMAN, 1968; SIDRANSKY et al., 1972).

No que se refere aos seres humanos, a resposta a presenca dos aspergilos nos
tecidos ocasiona trés diferentes reagdes teciduais: necrozante, supurativa e
granulomatosa (PENA, 1971). OKUDARIA (1985) descreve a representagio
esquemética das principais estruturas histolégicas dentro de um foco de aspergilose
broncopulmonar aguda (IFig. 29). A lesdo exibe uma zona central de necrose de
coagulacio, envolvida por polimorfonucleares, geralmente com sinais de
degeneraciio celular. Esta lesdo é envolvida por uma zona periférica de hiperemia e

hemorragia.

Fibras Reticulares

Estrutura em trés camadas

ASPERGILLUS N Fibras Elasticas

Infiltragdo Celular .
.Hiperemia e hemorragia

Restos nucleares g 2 2 Fibrina:

Fig. 29: Estruturas histoldgicas na aspergilose broncopulmonar aguda
(OKUDARIA, 1985).

Ocasionalmente, a reagfdo predominante é supurativa. A lesfo granulomatosa é
composta de células epitelioides e gigantes com infiltrado de polimorfonucleares e
mononucleares. Nio ¢ uma reagfio necessariamente cronica, ja tendo sido observada
em caso de aspergilose pulmonar aguda. BARDANA (1980, part. 1) descreve a
formacdo de corpo asteroide, principalmente em animais, ¢ especialmente no gado,
constituido de conglomerado de hifas coberto por um material fibrindide composto
de depodsitos de antigeno e anticorpo (PENA, 1971; BARDANA, 1980; part.1;
LEMOS & JENSEN, 1985).



O cultivo, embora sensivel para o diagnostico da infecgdo (94%), tem baixa
especificidade  (39%), ja demonstrado anteriormente, devido ao fungo ser

contaminante habitual de laboratério (AL-DOORY, 1985).

5.3 - A relacio entre o diabete mélito e infecgiio por A. niger

éevero (1987) relata, em estudo comparativo com A. fumigatus, que cinco de
21 pacientes com colonizagdo intracavitaria pulmonar por A. niger eram diabéticos
(16%), e apenas sete de 246 pacientes eram diabéticos (0,9%) no grupo do
A. fumigatus, demonstrando forte associagio entre A. niger e diabete (Razdo de

Chances = 10, 7: p < 0,001).

Na literatura esta associacio foi registrada em outros 6 casos. Cinco deles
como colonizaco intracavitaria pulmonar (FARLEY et al., 1985; KAUFFMAN;
WILSON & SCHWARTZ, 1984; VILLAR, PIMENTEL, COSTA, 1962;
METZGER, GARAGUSI, KERWIN, 1984;) e um como aspergilose cutinea
(RIPPON & REYES, 1984).

54- O papel da acidose metabolica nos processos infecciosos

humanos

O diabete mélito, classicamente relacionado na literatura mundial a uma maior
incidéncia de infecgdes em geral, e fungicas em particular (SIDRANSKY & VERNEY,
1962; EPSTEIN et al, 1967; THORTON, 1971, WHEAT, 1980; FARLEY et al,,
1985), tem fisiopatologia substanciada nos estados hiperglicémicos, em estudos que re-
lacionam o menor controle sobre a glicemia com a maior propensio a aquisigdo dos
processos infecciosos (CRUICKSHANK & PAYNE, 1949; WERTMAN & HENNEY,
1962; BRAYTON et al., 1970; YAMAGUCHI et al., 1992). Contudo, posteriormente
verificou-se que a hiperglicemia sem o estado de acidose associada ndo causa maiores
taxas de infecgiio. CAMPBELL e colaboradores (1974) demonstraram em estudo pros-
pectivo que a acidose ¢ o fator responsdavel pela maior incidéncia de infecges em
pacientes com diabete mélito descompensado. O processo infeccioso estava presente

nos pacientes com valores nos extremos inferiores de bicarbonato sérico.
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O distdrbio metabolico do diabete mélito esta relacionado com infeccdo nos
valores que oscilavam de 17 a 28%., podendo atingir cilras mais altas nos casos fatais
de descompensagdo no pH (SHELDON & BAUER, 1958, 1959). Portanto, o estado
de acidose metabolica pode converter infeceSes bacterianas ou flingicas em estados

graves, com disseminagfo e lesdo necrotica (PERILLIE, NOLAN & FINCH, 1962).

‘A acidose metabolica compromete diretamente o sistema imunologico através
da diminui¢do da capacidade de fagocitose dos polimorfonucleares, queda na
concentragfio tecidual dos granuldcitos e maiores taxas de degeneracdo celular em
diabéticos aciddticos (SHELDON & BAUER, 1962; BYBEE & ROGERS, 1964;
THORTON, 1971).

A descoberta de como a acidemia deprime o sistema imune trard um melhor
entendimento da [isiopatologia da infeccfo nestes pacientes e, por conseguinte,
repercusséio direta na conduta destes casos. Resta saber se a manutengdo do pH em
niveis estreitos da normalidade (7.35 - 7.45), seria capaz de diminuir a incidéncia de
infecgdio por A. niger e se a indugfo de um estado de alcalose metabdlica reduziria o
risco de infecgo no grupo de pacientes expostos a freqiientes quedas do pH:
diabéticos, pacientes com sepse, portadores de insuficiéncia cardiaca congestiva,

DBPOC, insuficiéncia renal, desnutridos ou alcodlatras.

5.4.1 - Acidose nas infecgtes experimentais

Através deste estudo, foi possivel demonstrar que a piora do progndstico e o
aumento do risco para infecgfo pelo A. niger esta diretamente relacionada a acidose

metabolica presente na diabete mélito.

Varios trabalhos utilizaram o monohidrato de aloxano para criar condigdes de
hiperglicemia, presente 24 horas ap6s a injegéo da droga e persistia em 90% dos
animais testados, como também o diabete mélito associada a acidose metabdlica, esta
ultima condigio persistente das primeiras horas apds o uso da droga até 5 dias depois,
possibilitando modelo experimental para o estudo da associagdo entre acidemia e

infeccdo (LUKENS, 1948).
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A droga atua por destruicfio direta das células Beta das ilhotas de Langerhans,
estabelecendo na fase inicial um quadro agudo de hipoglicemia pela liberaciio das
moléculas de insulina pré-formadas. Segue-se imediatamente por um periodo de
hiperglicemia e queda no pH sanguineo que simula o estado da cetoacidose diabética
humana. Iista condigfo persiste no maximo 5 a 7 dias, quando o animal deixa o

estado de acidose e permanece definitivamente com aumento dos niveis glicémicos.

SIDRANSKY e VERNEY (1962), utilizando camundongos expostos a
conidios de A. flavus por via inalatoria, demonstram que os animais com diabete e
acidose tornam-se altamente susceptivos a aspergilose pulmonar, comportando-se de
forma semelhante aos imunosuprimidos com cortisona. O resultado ¢ confirmado
pela andlise histolégica pulmonar que demonstra maior invasfio tecidual e
proliferagfo das hifas nos portadores de acidemia do que nos camundongos com
diabete cronico pelo aloxano. Este € o tnico trabalho da literatura que relaciona a
aspergilose com disturbio no pH. Entretanto, a relagfo entre os zigomicetos e diabete
mélito com acidose corrobora o papel da acidemia como facilitadora de processos

infecciosos micoticos (ABRANSON, WILSON & ARKY, 1967).

BAUER, FLANAGAN e SHELDON (1955), utilizando coelhos inoculados
com suspensdes de Rhizopus oryzae via nasal, 48 a 72 horas pos uso do aloxano,
demonstraram que a acidose diminui a resposta inflamatoria e aumenta o grau de
degeneracéio celular comparado aos controles. Estes autores, em 1956, compararam a
hiperglicemia com a acidose e diabete, utilizando o mesmo modelo experimental, e
repetiram os resultados ja demonstrados, com infec¢do mais grave e de maior
extensdo no grupo dos diabéticos e acidoticos. Outros trabalhos experimentais,
comparando o diabete mélito induzido na fase cronica do aloxano com a acidose e
hiperglicemia na fase inicial do uso da droga, verificaram resultados semelhantes,
confirmando a maior susceptibilidade do hospedeiro diabético acidotico as infecgdes
por zigomicetos, telacionada & menor resposta do exsudato inflamatorio agudo
através da diminuigdo sérica dos polimorfonucleares, agfio menos intensa ¢ menos
efetiva. Estas alterages imunoldgicas correspondem ao perfodo de crescimento do

fungo e disseminagdo da infecgdo (SHOPIELD & BAKER, 1956; ELDER &
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5.5 - A oxalose distréfica adquirida

Oxalose ¢ uma condigiio patologica caracterizada por deposi¢io de oxalato de
céleio nos tecidos, decorrente de uma produgfio excessiva ou de wma queda no seu
catabolismo com aumento na concentragiio corporea deste sal (WILLIAMS &
SMITH, 1983; SEVERO, 1987). Também resulta de um aumento na absor¢io
intestinal ou na menor taxa de elimine¢fio renal de oxalato (SMITH, 1968). Trata-se
de manifestac@io histologica secunddria a intmeros e diferentes estados clinicos
patolégicos, envolvendo anormalidades tanto enddgenas como exdgenas do
metabolismo do oxalato (CHAPLIN, 1977). Embora a oxalose distrofica adquirida
produzida pelo A. niger ndo tenha sido evidenciada neste estudo, assim como em
outros trabalhos experimentais, esta ¢é uma complicagio comum nas infeccBes
naturais por este fungo, em seres humanos e em animais. O A. niger possui as
enzimas do ciclo de Krebs e na presenca de glicose ou dcido citrico produz o 4cido
oxalico, utilizando a clivagem hidrolitica do oxalocetato por meio da enzima oxalato

descarboxilase produzida em meios de baixo pH (EMILIANE & BEKES, 1964,
MULLER, 1975 : MULLER & FROSH, 1975; parts 1 e 2).

A oxalose distrofica adquirida ocorre sem um  distirbio aparente no
metabolismo do cédlcio, em tecido alterado, lesionado, degenerado ou necrético, e na
presenga de meios com pH acido (5, 0 e 5.5) o oxalato reage com o cdlcio do sangue
e fluidos corpdreos, gerando o oxalato de cdlcio (CHAPLIN, 1977). Achados
adicionais documentaram a precipitagio desses cristais em pulmdes com fibras de
asbesto (VICKS, 1986). Embora uma oxalose leve possa estar associada a infecgéio
por A. flavus ou até¢ mesmo pelo A. fumigatus (NIME & HUTCHINS, 1973;
MITCHEL, 1990), os cristais de oxalato de calcio sfio uma caracteristica peculiar das

infecgdes pelo A, niger (FARLEY et al., 1985).

HETHERINGTOM (1943) descreve o caso de CIPA pelo A. niger, associado a
presenca de cristais de cdlcio, em paciente com passado de litiase renal. Em 1973,
NIME & HUTCHINS demonstram a associagio de aspergilose pulmonar e sinusal com

os cristais de oxalato de cdlcio em Il de 68 casos. Em trés casos, nos quais foi
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identificado o A. niger, chama atengfio o primeiro relato que mostrou que o paciente
evoluiu para insuficiéneia renal aguda, devido ao depdsito macico dos cristais de
oxalato de calcio nos tibulos renais, € o caso namero 2, chstimindo o primeiro relato
de APNC por A. niger. WOBSER & SAUDERS, em 1975, documentam o problema
em ave, cuja autopsia demonstra infecgio pelo A. niger nos pulmdes e presenca dos
cz‘istqis‘ Em 1976, HARA, MISUGI ¢ SHIMANOUCHI descrevem o primeiro caso no
Japéo c\le CIPA por A. niger ¢ o diagnéstico dos cristais de oxalato de calcio por
métodos histoquimicos, associado a difragio de raios-X. Em 1979, REYS,
KATHURIA ¢ MAC GLASHAN descrevem a presenga destes cristais no liquido
pleural. Em 1981, SEVERO e colaboradores chamam a atengfio para o problema em
nosso meio, com relato de paciente com CIPA e insuficiéncia renal aguda secundéria
aos depositos dos cristais a nivel tubular renal. KAUFFMAN, WILSON e
SCHWARTZ, em 1984, publicam o segundo relato de APNC pelo A. niger em
paciente com oxalose. Neste mesmo ano, METZER, GARAGUSI e KERWIN
relacionam a presenga do acido oxdlico a dano tecidual pulmonar, e RIPPON e REYES
mostram a importincia dos cristais na identificagfio do agente agressor, relacionando a
presenga dos cristais birefrigentes a presenca de fungos em um paciente com pé

diabético e inlecgfo pelo A. miger e zigomicose.

Portanto, o encontro de cristais de oxalato de célcio em qualquer espécime de
tecido ou fluido corporal deve levantar a suspeita diagndstica de infec¢do por A.
niger e mais raramente por A. flavus ou mesmo A. fumigatus (REYS, KATHURIA
& MAC GLASHAN, 1979). No estudo de FARLEY e colaboradores (1985), a
analise da citologia pulmonar de 11 pacientes com aspergilose associada a cristais de
oxalato de calcio, demonstrou que a maior incidéncia de infecgio foi pelo A. niger
(45%), em seguida pelo A. flavus (16%) e A. fumigatus com (7%). ROSEN (1981)
e WIGGINS, CLARK e CORRIN (1989) reafirmam a necessidade de se suspeitar da
presenca do A. niger nos casos onde sdo descobertos os cristais de oxalato de célcio.
A dosagem do acido oxalico no lavado broncoalveolar em pacientes com aspergilose
invasiva permite terapéutica precoce e resultados mais favoraveis (BENOIT et al.,

1985; FARLEY, MABRY& MUNOZ, 1986).
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Por fim, vale ressaltar que a presenca dos cristais de oxalato de caleio tem
efeito deletério no parénquima pulmonar. O mecanismo exato ainda nfo esta
completamente esclarecido, Em trabalho recente, GHIO e colaboradores (1992)
referem a hipotese oxidante da toxicidade. Os cristais de oxalato de calcio produzidos
pelo A. niger se ligam ao fon {érrico presentes nas seguintes proteinas: transferrina,
lactoferrina em fosfatos, esteres, citratos e na membrana lipidica, por competi¢io
direta nas areas de maior concentragiio de oxalato dos tecidos infectados pelo fungo.
Andlise “in vitro” mostra que o complexo formado de oxalato de cdlcio e fons
férricos ligados a sua superficie gera a produgdo de radicais hidroxila (OH)- e
aumenta a ativagio do macrofago alveolar, levando a produgdo de radicais oxidantes

de forma direta e indireta com a ativaciio da fagocitose granulocitica.

Nas infecgfes por A.miger, o tratamento precoce, voltado para a eliminagio do
fungo através de cirurgia, antimicOticos ou associando os dois procedimentos €
mandatdrio, ja que o prognostico € ruim, com éxito letal em curto periodo de tempo
(NIME & HUTCHINS, 1973; SEVERO et al., 1981). Uma proposta terapéutica de
efeitos ainda ndlo testados ¢ a alcalinizaciio do meio onde se encontra o A. niger, com o
objetivo de reduzir a producio do acido oxalico e a posterior formacio dos cristais de

oxalato de cdlcio, tendo em vista o carater acidofilico do fungo (ABDEL-RAHIM &

ARBARB, 1985).

A perspectiva da descoberta de novas abordagens terapéuticas para infec¢Ges
fingicas, o conhecimento do mecanismo exato de destruigfio tissular pelo A. niger, o
entendimento dos mecanismos imunologicos desencadeados, a identificago de
enzimas que permitam o entendimento da fisiopatologia do microrganismo e
especialmente o exato conhecimento da acfo da acidose metabolica na infecgfo

desencadeada por fungos acidofilicos trarfio imediata aplicagfo clinica.



Conclusio

6.1-

6.2 -

6.3 -

6.4 -

6.6 -

6.7 -

6.8 -

A utiliza¢do de modelos experimentais com camundongos ¢ viavel no estudo

da aspergilose;

A. niger nfio ¢ patogénico para camundongos sadios em concentrages de até

¢ 1
107 conidios/ml;

A acidose metabélica constitui {ator de risco para aquisi¢do da aspergilose por

A. niger, atuando como agravante prognostico,

A hiperglicemia isolada nfio constitui risco para maior prevaléncia ou pior

prognostico da infecglio pelo A.niger;

O maior tropismo tecidual foi renal, seguido pelo pulmonar, ambos com

parasitismo miceliano, e o figado apresentou conidios ndo havendo hifas;

O pulmio tem como achado histopatologico predominante a pneumonia

intersticial difusa e a nivel renal a pielonefrite;

A reagfio tecidual foi inespecifica e dependente essencialmente do mecanismo
fagocitico celular dos polimorfonucleares e mononucleares, ndo havendo

formagGes de cristais de oxalato de célcio;

As caracteristicas bioquimicas e micromorfologicas definiram esta infecgio
como uma entidade nosologica tinica de abordagem diagnoéstico-terapéutica

proprias, no caleidoscopio das infeceGes aspergilares;
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6.9 - A identificacio  micromorfologica  dos  clementos  fungicos nos  cortes

histoldgicos, na coloragiio pela prata, constitui padriio durco no diagndstico da

nicose:;

6.10 -0 isolamento em cultivo dos [ragmentos de tecido apresenta sensibilidade de
89%, espectficidade de 36%, valor preditivo positivo de 44% ¢ valor produtivo

negativo de 87%.
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