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PARACOCCIDIOIDOMICOSE EXPERIMENTAL DO CAMUNDONGO
I — Infeccéo intraperitoneal apés sensibilizacio prévia

Maura MOSCARDI (1) e Marcello Fabiano de FRANCO (2)

RESUMO

Inoculamos, por via intraperitoneal, 20 camundongos machos, com 10 x 106
formas cerebriformes do P. brasiliensis (cepa 18). Dez destes animais foram pre-
viamente sensibilizados contra antigeno particulado do fungo, através de injeces
intradérmicas, durante 4 semanas. Como controle, 10 camundongos foram ape-
nas sensibilizados e 10 ndo foram sensibilizados ou infectados. Os animais foram
sacrificados 1 e 3 semanas apds a sensibilizacdo e/ou infeccdo. Estudaram-se: 1)
Resposta de hipersensibilidade retardada, medida pelo teste do coxim plantar,
realizado 24 h antes do sacrificio; 2) Anticorpogénese especifica, medida pelo tes-
te de imunodifusio dupla em gel de dgar; 3) Histopatologia do peritonio parietal
e visceral. Observamos: 1) A sensibilizacdo especifica produziu boa resposta de
hipersensibilidade retardada e de anticorpogénese contra antigeno soltvel do
P. brasiliensis; 2) A infeccio em animais previamente sensibilizados atuou como
dose “booster”, com aumento dos indices de resposta imune celular e humoral; 3)
O curso, a intensidade e a natureza da beritonite paracoccidididica foram seme-
Ihantes nos animais infectados com ou sem sensibilizacio prévia; 4) Apesar dos
indices elevados de resposta de hipersensibilidade retardada nos animais infecta-
dos apés sensibilizacio prévia, a inflamacio peritoneal foi inespecifica, sem for-
macio de granuloma epitelidide. Os resultados sugerem novos estudos sobre a
relac@io entre resisténcia e hipersensibilidade retardada no curso da doencga e na
formacado do granuloma paracoccidididico.

INTRODUCAO

CDU 616.992.282

Em trabalho anterior9, estudamos a histo-
patologia e a resposta imunoldgica humoral e
celular da infeccio produzida em camundongos
pela inoculagio intraperitoneal de suspensao da
forma cerebriforme de Paracoccidioides brasi-
liensis (P. brasiliensis). A infeccéo se caracteri-
zou por peritonite inespecifica, neutrofilica-ma-
crofdgica em torno dos fungos inoculados, com
brogressiva resolu¢do do processo a partir da
4* semana e cura apds 2 meses da inoculacéo.
Resposta de hipersensibilidade retardada foi de-
tectada desde a 1. semana de infecgdo e persis-
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tiu até o final do experimento (16° semana); o
aparecimento de anticorpos séricos especificos
foi mais tardio (2 semana), com pico na 4° e
decréscimo na (16° semana). Em seguida, para
melhor estudar o papel da resposta imunolégi-
ca humoral e celular no desenvolvimento e con-
trole da infeccéo, realizamos o presente traba-
lho onde se estudou a histopatologia e a respos-
ta imunolégica da paracoccidioidomicose intra-
peritoneal em camundongo apds sensibilizacio
prévia ao P. brasiliensis.
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MATERIAL E METODO

Delineamento experimental

Para o estudo comparativo histo-imunolégi-
co da infecgdo com e sem sensibilizagio prévia,
um grupo de camundongos foi sensibilizado com
antigeno de P. brasiliensis e posteriormente ino-
culado intraperitonealmente com suspenséo de
P. brasiliensis. Pararelamente, um grupo de
animais foi infectado sem sensibilizacdo prévia.
Quando do sacrificio dos animais, a resposta de
hipersensibilidade celular foi avaliada pelo tes-
te do coxim plantar e a anticorpogénese especi-
fica foi quantificada pela técnica de imunodi-
fusdo dupla em gel de dgar. O estudo histopa-
tolégico foi realizado em fragmentos do peri-
ténio parietal e visceral.

Grupos experimentais

Foram utilizados 40 camundongos machos
de 4 semanas de idade, provenientes do Bioté-
rio Geral do Campus de Botucatu, distribuidos
em 4 grupos experimentais: a) Dez animais in-
fectados sem sensibilizacdo prévia; b) Dez ani-
mais infectados apds sensibilizacdo prévia; c)
Dez animais apenas sensibilizados; d) Dez ani-
mais controle, sem sensibilizacdo ou infecgio.
Cinco camundongos de cada grupo foram sa-
crificados 1 e 3 semanas apds a sensibilizacéo e/
ou infeccdo.

Sensibilizacio

Foi realizada segundo a técnica descrita por
RIFKIND & col.!2, Brevemente, o antigeno foi
preparado a partir de cultura cerebriforme da
cepa 18 do P. brasiliensis, proveniente da mico-
teca do Departamento de Microbiologia e Imu-
nologia da Faculdade de Medicina da USP,
cultivada em meio de FAVA NETTO®. Apds 7
dias de cultura, os fungos foram suspensos e
inativados em solucdo salina estéril (0,85%),
contendo mertiolato na concentracio de 1/1000.
A seguir, os fungos foram lavados trés vezes por
centrifugacio, em solucéio salina estéril, ressus-
pensos em volume 10 vezes maior do que aque-
le do sedimento inicial e “quebrados” por cerca
de 10 congelamentos e descongelamentos rapi-
dos e sucessivos. Apds a suspensdo foi centri-
fugada a 700 g por 20 min. e metade do sobre-
nadante foi desprezado; o sedimento ressuspen-
so no volume restante se constituiu no antige-
no particulado utilizado na sensibilizaggo.

Os camundongos sensibilizados receberam
injecdo semanal intradérmica de 0,025 ml do
antigeno particulado, na regido lombar, durante
4 semanas consecutivas. O grupo experimental
com infeccdo apds sensibilizacdo foi inoculado
1 semana apds a Ultima dose sensibilizante.

Inéculo

Utilizou-se a cepa 18 do P. brasiliensis culti-
vada como descrita acima. Os animais foram in-
fectados com injecfo intraperitoneal de 0,5 ml
da suspensio de fungos em solucéo salina esté-
ril, com turvacdo correspondente a do tubo 10
da escala de MacFarland (aproximadamente
20x106 fungos/ml). Os animais controle e ape-
nas sensibilizados foram injetados intraperito-
nealmente com volume igual de solucio saling-
estéril. ’

Avaliacio da resposta imunolégica

1) Hipersensibilidade celular — A resposta
de hipersensibilidade celular especifica contra
P. brasiliensis foi avaliada “in vivo” 24 h antes
do sacrificio de cada animal, pelo teste do co-
xim plantar, como ja descrito?®. Os volumes das
patas injetadas foram medidos por pletismogra-
fia 14 e os indices de resposta foram expressos
como a diferenca de volume entre a pata teste
e a pata controle.

2) Imunidade humoral — A resposta soro-
16gica contra P. brasiliensis foi quantificada por
reacio de imunodifusio dupla em gel de 4gar,
como anteriormente padronizada®.

Estudo histopatolégico

Os animais sacrificados foram autopsiados,
com registro dos achados macroscépicos da ca-
vidade peritoneal. Fragmentos com lesdes do
peritonio parietal e visceral foram fixados em
solucdo de formalina a 10%, incluidos em para-
fina, cortados em 4 p € corados pelos métodos
de Hematoxilina e Eosina (HE) e prata mete-
namina Gomori, pelas técnicas habituais.

RESULTADOS

Hipersensibilidade celulaxr

A Tabela I demonstra os resultados do tes-
te .do coxim plantar realizado nos animais in-
fectados, sensibilizados, sensibilizados e infecta-
dos, e controle, apds 1 e 3 semanas da sensibi-
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lizago e/ou infeccfo. Foi realizada anslise de
varidncia dos dados, sendo o teste F signifi-
cante a 1% de probabilidade. Foi aplicado o
teste de Tukey a 5% de probabilidade para
comparacdo dos contrastes de meédias.

Os camundongos com 1 e 3 semanas de in-
fecclo ndio apresentaram respostas positivas no
teste do coxim plantar. Os animais sensibiliza-
dos mostraram intensas respostas de hipersen-
sibilidade retardada na 1° semana apds sensi-
bilizacdo; a resposta persistiu, em menor inten-
sidade, na 3 .semana. Os animais infectados

apos sensibilizacio prévia apresentaram inten-
sa resposta de hipersensibilidade retardada com
1 e 3 semanas de infeccfo.

Imunidade humoral

A Tabela II demonstra os titulos de anti-
corpos anti-P. brasiliensis detectados nos soros
dos camundongos. infectados, sensibilizados,
e infectados, e controle, pela técnica de imuno-
difusdo dupla em gel de dgar.

TABELA I
Resultados (diferenca de volume entre a pata teste e a pata controle) do teste do coxim plantar

Sacrificio Tratamento

Diferenca de volume Média (**)
(semanas) (pata teste-pata controle)
1.2 semana Infeccéo —~0.2 0.2 0.3 0.6 0.9 0.36a
Sensibilizac¢do 0.8 2.1 2.4 2.5 2.% 2.06b
Sensibilizagio
+ Infeccéo ) 1.6 1.7 2.0 2.0 2.0 1.86b
Controle —0.2 ~0.1 0.3 0.4 0.4 0.16a
3.2 semana Infecgédo T 20,0 0.3 0.7 0.8 1.2 0.60a
Sensibilizagio 0.9 1.2 1.4 1.5 1.8 1.36b
Sensibilizac¢do
+ Infeccéo 1.5 1.6 2.4 2.6 1.92b
Controle 0.2 0.3 0.4 0.4 NR(*) 0.32a
(*) Nio realizado .
(*7) Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
TABELA II
Resultados da reagio de imunodifusdo dupla em gel de &gar
Sacrificio
(semanas) Tratamento Titulos (*) Mediana
1.2 semana Infecgio — — — _ . .
Sensibilizagio 2 2 8 32 32 8
Sensibilizag¢io
+ Infecgiio 64 64 128 256 256 128
Controle — —_ — — — —
3.2 semana Infecgio 4 4 16 32 32 16
Sensibilizacio — - — 4 8 —
Sensibilizagdo
+ Infeccio 64 64 64 64 128 64
Controle — —

(") Os titulos representam a reciproca da diluicdo mdxima

Os camundongos do grupo controle e os sa-
crificados 1 semana apos a inoculacio nio apre-
sentaram anticorpos especificos anti-P. brasi-
liensis. Apds 3 semanas, os titulos dos animais
infectados foram moderadamente elevados. A
sensibilizagdo induziu discreta 3 moderada an-
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do soro com linha de precipitagio

ticorpogénese que decresceu apdés 3 semanas.
Os camundongos infectados apos sensibilizagdo
apresentaram titulos elevados e persistente de
anticorpos anti-P. brasiliensis até g 3.° semana
de infeccdo.
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Estudo histopatologico

A peritonite ncs animais infectados sem sen-
sibilizaciio prévia foi semelhante 4 descrita no
trabalho anterior® O processo peritoneal en-
volveu os fungos inoculados, formando multi-
plos pequenos nddules nos folhetos parietal e
visceral. A reacio histopatologica foi predomi-
nantemente macrofdigica, rica em neutrofilos,
com nimero varidvel de linfécitos e plasmoci-
tos (Figs. 1 e 2).

Houve grande semelhanga entre esta res
posta inflamatdria e aguela observada nos ca-
mundongos infectados apds sensibilizacio pré-
via. Neste grupo, a inflamacio foi também
neutrofilica-macrofdigica, ao redor dos fungos
inoculados, sem se observar a presenca de rea-
cao granulomatosa tuberculdide (Figs. 3 e 4).,

DISCUSSAD

Neste estude comparativo da resposta imu-
noldgica e da histopatologia da paracoccidioido-

{

Fig. 1 Infeccio — 1. semana. A) Peritdnio parictal do bago: inflamacio inespecifica neutrofilics
— macrofigica em torno dos fungos inoculados (*) (HE, 78 X). B Detalhe da transicio entre a
inflamagiio inespeciflica e o Indoula (HE, 200

Pig. 2 Infecgio — 3. semana.  A) Peritonio parietal do figedo: tecide de gramuacho inespecifica

envolverdo os fungos Inoouladox () (HE, T8 20,

By Detalhe da reacho neuirofilica-macrofigican

em torno dos fungos (HE, 200 )
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Fig. 3 — Infesciio apds sensibillzacio
prévin — 13 semana. A} Peritdnio
perictal do figado: inflamagio inespe-
cifica em torno do indeulo (7)) (HE,
T8 ), B) Detalhe da resciio neutro-
Tiliea — macrofigicn em torno  dos
Tungos (HE, 200 )

o
Fig. 4 — Infecgiio apis sensibilizacio prévia — 2.0 semana, A Peritémio parietal do bago: perilonite

Inespecifica semelbante o vista no Fig. 2 (HE, 7% ). B) Detalhe da inflamagiae nho-granulomatosn
am forno do indoule (HE, 2000 )
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micose intraperitoneal em camundongos com e
sem sensibilizacdo prévia, alguns aspectos me-
recem ser ressaltados.

1) O curso da infeccho intraperitoneal pelo
P. brasiliensis em animais sem sensibilizacio
prévia foi semelhante ao do experimento ante-
rior %. A inflamac8o foi inespecifica, encapsulan-
te dos fungos inoculados. A anticorpogénese foi
moderada e detectada apenas na 3. semana. Ao
contrario do previamente reportado?, os ca-
mundongos nao apresentaram respostas de hi-
persensibilidade retardada na 1.* e 3.* semanas
de infeccdo. Esta discrepancia de resultados tal-
vez tenha sido devida & diferenca na partida do
antigeno soluvel utilizado nos testes, ja que to-
das as outras variantes experimentais foram
mantidas constantes.

2) A sensibilizacdo dos camundongos foi
realizada por injecdo intradérmica de formas
mortas dé P. brasiliensis, segundo esquema pa-
dronizado para a induc¢io de hipersensibilidade
retardada contra antigeno micético (Coccidioi-
des immitis e Candida albicans) 2. O presente
trabalho demonstrou a eficdcia do método para
o P. brasiliensis. ApSs 1 semana da ultima dose
sensibilizante, os animais apresentaram mode-
rada anticorpogénese e intensa resposta de hi-
persensibilidade retardada; apds 3 semanas, os
titulos de anticorpcs anti-P. brasiliensis se ne-
gativaram e houve persisténcia da resposta de
imunidade celular.

3) A resposta imude-celular (3. semana) e
a humoral (1* e 3. semanas) nos camundongos
infectados apds sensibilizacdo foram mais inten-
sas do que as dos animais apenas infectados ou
sensibilizados. Este dado demonstrou que a in-
fecgdo atuou como dose sensibilizante de re-
forco (dose ‘booster”) para os camundongos
previamente sensibilizados. Mais ainda, indicou
que, neste modelo experimental de paracocci-
dioidomicose, a infeccdo ndo se acompanha de
diminuicao da capacidade de resposta imuno-es-
pecifica, como tem sido observado na infeccéo
humana 10, ou mesmo em outros modelos expe-
rimentais 10.11,

4) O curso, a intensidade e a natureza da
peritonite paracoccidioidomicdtica induzida nos
animais sensibilizados, com moderada resposta
humoral e intensa resposta de imunidade celu-
lar anti-P. brasiliensis, foram semelhantes aos
dos animais infectados sem sensibilizagdo pré-

via. Este fato levanta interessante discussdo so-
bre a correlacio entre resposta de hipersensibi-
lidade retardada e imunidade ou resisténcia. Co-
mo em outras infeccbes e modelos experimen-
tais 78,1315 na presente infecciio intraperitoneal
induzida apds sensibilizacdo, pareceu ocorrer
dissociacdo entre os dois fendmenos; o esquema,
de sensibilizacdo determinou elevados indices
do teste do coxim plantar, indicativos de res-
posta de hipersensibilidade retardada ?, sem, po-
rém, ter conferido aos animais nenhum grau de
protecdo frente ao desafio representado pela in-
jecdo intraperitoneal de suspensido de P. bra-
siliensis.

Hipersensibilidade retardada e resisténcia
sa0 fenOmenos que, apesar de poderem ocorrer
paralelamente 7.15, parecem refletir mecanismos
imunoldgicos inteiramente distintos. O desenvol-
vimento destes dois fendmenos depende de am-
pla e variada gama de fatores, como a via de
administragio, natureza quimica e gquantitativa
do antigeno injetado, bem como a capacidade de
resposta do hospedeiro 4.

A complexidade da dissociacdo entre hiper-
sensibilidade retardada-resisténcia foi recente-
mente ressaltada no modelo fibrossarcoma in-
duzido pelo metilcolantreno, em camundongos
BALB/c 8; neste experimento, demonstrou-se que
a resisténcia ao crescimento do tumor pode ser
transferida apenas por células (fendmeno lin-
f6cito T — dependente), enquanto que a capa-
cidade de resposta de hipersensibilidade celu-
lar, medida pelo teste do coxim plantar, pode
também ser transferida por soro. Os Autoress?
sugeriram que os antigenos responsdveis pela
inducéo de resisténcia foram diferentes daque-
les responsdveis pela resposta de hipersensibi-
lidade retardada.

InvestigagOes sobre as interrelagbes entre
resisténcia e hipersensibilidade, imunidade ce-
lular e humoral, estudos sobre as células e/ou
anticorpos envolvidos na inducio e expressio
da resisténcia do hospedeiro frente ao P. bra-
siliensis, serdo de importancia para a padroni-
zacdo de procedimentos preventivos ou mesmo
curativos para pacientes portadores de paracoc-
cidioidomicose. Neste contexto, o modelo expe-
rimental descrito no presente trabalho abre
perspectivas de pesquisas posteriores.

5) No presente trabalho, a reacdo inflama-
téria ao P. brasiliensis nfo foi granulomatosa
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epiteliéide, mesmo nos camundongos previamen-
te sensibilizados, que foram infectados quando
ja apresentavam indices elevados de resposta
de hipersensibilidade retardada.

O papel desta resposta na inducio da infla-
macio granulomatosa tem sido extensamente
revisto e ndo parece haver necessariamente re-
lacdo causa-efeito entre os dois fenémenos !.

Admite-se, entretanto, que a presenca de
resposta imunocelular possa aumentar e acele-
rar o desenvolvimento de granulomas com cé-
lulas epitelidides e gigant6citos!. Tem sido de-
monstrado que a inflamacio granulomatosa &
imunologicamente especifica, transferida por
linféeitos T e seu aparecimento abolido por ti-
mectomia ou administragio de soro anti-linfo-
citdrio 1.

No presente trabalho, a infeccdo atuou co-
mo dose “booster” para os animais previamente
sensibilizados, que mantiveram respostas posi-
tivas do teste do coxim plantar mesmo apds 3
semanas de infeccdo, sem, no entanto, desen-
volverem inflamacfdo granulomatosa.

Os mesmos fatores ligados aos antigenos e
resposta do hospedeiro, que sugerimos para ex-
plicar a dissociagio entre resisténcia e hiper-
sensibilidade retardada, teriam sido eventual-
mente os responsdveis pela auséncia de respos-
ta granulomatosa frente ao P. brasiliensis.

Este € assunto controverso, polémico e ain-
da pouco explorado. Recentemente, observamos
que particulas de bentonita sio capazes de
absorver antigenos do P. brasiliensis 5. Este fa-
to, apoiado nos trabalhos do grupo Warren 3
sobre a patogenia do granuloma, abre perspec-
tivas de futuras investigacbes visando o estudo
da relagdo entre fracoes antigénicas do P. bra-

siliensis e a morfogénese do granuloma paracoc-
cidioidomicGtico. )

SUMMARY

Experimental baracoccidioidomycosis in the
mouse. IIT — Intraperitoneal infection after
) previous sensitization.
~ Twenty male mice were intraperitoneally in-
fected with 10x10¢ yeast forms of P. brasiliensis
(18 strain). Prior to infection, 10 of those ani-
mals were sensitized during 4 weeks with a par-
ticulate P. brasiliensis antigen. As control
groups, 10 mice were only sensitized and 10 re-
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ceived no treatment. The animals were sacrific-
ed 1 and 3 weeks after the infection and/or sen-
sitization. It was carried out: 1) Footpading
tests for measuring specific delayed hypersensi-
tivity response, performed 24 h prior to sacrifi-
ce; 2) Immunodiffusion tests for measuring spe-
cific humoral immune response; 3) Histopatho-
logy of the peritoneum.

It was observed: 1) The specific sensitiza-
tion evoked good cellular and humoral immune
responses; 2) In the previously sensitized mice,
the infection mimicked a booster injection, de-
termining increase in both the cellular and hu-
moral immune response; 3) The course, the in-
tensity and the quality of the paracoccidioido-
mycotic peritonitis were similar in all sensitized
and insensitized infected animals; 4) The peri-
toneal inflammation was non-specific, without
granulomata, even in the previously sensitized
mice showing elevated specific immune-cellular
responses.

The presented model should be a good ex-
perimental tool for further studies on the role
of resistence and delayed hypersensitivity in
the course of the disease and in the morphoge-
nesis of the granuloma in paracoccidicidomyco-
sis.
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