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PARACOCGIDIOIDOMICOSE EXPERIMENTAL DO GAMUNDONGO
ll - lnfecção intraperitoneal após sens¡b¡l¡zação prév¡a

Maua MOSCARDI (1) e Marcelto Fab¡ano de FRANCO (Z)

RESUMO

rnoculamos, por via intraperitoneal, 20 camundongos machos, com l0 x 106
formas cerebriformes do p. brasiliensis (cepa 1B). Dez destes animais foram pre_
viamente sensiþilizados contra antígeno particulado do fungo, através de injeções
intradérmicas, durante 4 semanas. como controle, 10 camundongos foram ape-
nas sensibilizados e 10 não foram sensibilizad.os ou infectados. Os animais foram
sacrificados I e 3 semanas após a sensibilizaçã"o e/ou infecção. Estud.aram-se: 1)
Resposta de hipersensibilidade retardada, medida pelo teste do coxÍm plantar,
realizado 24 h antes do sacrifício; 2) Anticorpogênese específica, meitida pelo tes_te de imunodifusão dupla em gel de ágar; 3) Histopatologia do perÍtônio parietal
e visceral. observamos: 1) A sensibilizaçáo específica produziu boa resposta de
hipersensibilidade retardada e de anticorpogênese 

"orrt"u 
antígeno solúvel doP' brasiliensis; 2) A infecção em animais previamente sensibilizados atuou como

dose "booster", com aumento dos índices de resposta imrme celular e humoral; B)O curso, a intensidade e a natureza da peritonite paracoccidióidica foram seme-
lhantes nos animais infectados com ou sem sensibilizaçáo prévia; 4) Apesar dos
índices elevados de resposta de hipersensibilidade retardada nos animais infecta-
dos após sensibilização prévia, a inflamaçáo peritoneal foi inespecÍfica, sem for_
mação de granuloma epitelióide. os resultados sugerem novos estudos sobre a
TelaÇão entre resistência e hipersensibilidade retardada no curso da doença e naformação do granuloma paracoccidióidico.

cDU 61.6.992.282

Em trabalho anterior e, estudamos a histo-
patologia e a resposta imunológica humoral e
celülar da infecção produzida em camundongos
pela inoculação intraperitoneal de suspensão da
forma cerebriforme de paracoccidioides brasi-
liensis (P. brasiliensis). A infecção se caracteri_
zou por peritonite inespecÍfica, neutrofÍIica_ma_
crofágica em torno dos fungos inoculados, com
progressiva resolução do processo a partir da
4.' semana e cura após 2 meses da inoculação.
Resposta de hipersensibilidade retardada foi de-
tectada desde a 1.'semana de infecção e persis-
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tiu até o final do experimento (16.. semana); o
aparecimento de anticorpos séricos especÍficos
foi mais tardio (2.. semana), com pico na 4." e
decréscimo na (16., semana). Em seguida, para
melhor estudar o papel da resposta imunológi
ca humoral e celular no desenvolvimento e con-
trole da infecção, realizamos o presente traba-
lho onde se estudou a histopatologia e a respos-
ta imunológica da paracoccidioidomicose intra-
peritoneal em camundongo após sensibilização
prévia ao P. brasiliensis.

Medicina de Botucatu (Bolsista, Iniciacão Científica _
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MATERIAL E MÉTODO

Delineamento exPerimental

Para o estudo comparativo histo-imunológi-
co da infecção com e sem sensiblTizaçáo prévia'
um grupo de camundongos foi sensibilizado com

antígeno de P. brasiliensis e posteriormente ino-

culado intraperitonealmente com suspensáo de

P. brasiliensis, Pararelamente, um grupo de

animais foi infectado sem sensibilizaçáo prévia'

Quando do sacrifício dos animais, a resposta de

hipersensibilidade celular foi avaliada pelo tes-

te do coxim plantar e a anticorpogênese especí-

fica foi quantifÍcada pela técnica de imunodi-
fusão dupla em gel de ágar. O estudo histopa-
tológico foi realizado em fragmentos do peri-

tônio parietal e visceral.

Grupos experimentais

Foram utilizados 40 camundongos machos
de 4 semanas de idade, provenientes do Bioté-
rio Geral do Campus de Botucatu, distribuÍdos
em 4 grupos experimentais: a) Dez animais in-
fectados sem sensibilizaçáo prévia; b) Dez ani'
mais infectados após sensibilizaçáo prévia; c)
Dez animais apenas sensibilizados; d) Dez ani-

mais controle, sem sensibilização ou infecçáo.
Cinco camundongos de cada grupo foram sa-

crificados 1 e 3 semanas após a sensibilizaçã'o e/
ou infecção.

Sensibilização

Foi realizada segundo a técnica descrita por
RIFKIND & col. 12. Brevemente, o antígeno foi
preparado a partir de cultura cerebriforme da
cepa 18 do P. br¿siliensis, proveniente da mico-
teca do Departamento de Microbiologia e Imu-
nologia da Faculdade de Medicina da U.S.P.,

cultivada em meio de FAVA NETTO 0. Após ?

dias de cultura, os fungos foram suspensos e

inativados em solução salina estéril (0,850/o),

contendo mertiolato na concentraçáo de 1/1000.

A seguir, os fungos foram lavados três vezes por
centrifugação, em soluçã,o salina estéril, ressus-
pensos em volume 10 vezes maior do que aque-

le do sedimento inicial e "quebrados" por cerca
de 10 congelarnentos e descongelamentos rápi-
dos e sucessivos. Após a suspensão foi centri-
fugada a ?00 g por 20 min. e metade do sobre-
nadante foi desprezado; o sedimento ressuspen-
so no volume restante se constituiu no antíge-
no particulado utilizado na sensibilização.

Os camundongos sensibilizados recebera.m
injeção semanal intradérmica de 0,025 ml do
antÍgeno particulado, na regiáo lornbar, durante
4 semanas consecutivas. O grupo experimental
com infecção após sensibilizaçáo foi inoculado
1 semana após a última dose sensibilizante.

Inóculo

Utilizou-se a cepa 18 do P. brasiliensis culti
vada como descrita acima. Os animais foram in-
fectados com injeção intraperitoneal de 0,5 ml
da suspensão de fungos em soluçáo salina esté-

ril, com turvação correspondente à do tubo 10

da escala de MacFarland (aproximadamente

20x100 fungos,/ml). Os animais controle e ape-

nas sensiloilizados foram injetados intraperito-
nealmente com volume igual de solução salinfl,
estéril.

Avaliação da resposta irnunológica

1) Hipersensibilidade celular - A resposfa
de hipersensibilidade celular específica contra
P. brasiliensis foi avaliada "in vivo" 24 h antes
do sacrifício de cada animal, pelo teste do co-

xim plantar, como já descrito e. Os volumes das
patas injetadas foram medidos por pletismogra-

fia ra e os índices de resposta foram expressos

como a diferença de volume entre a pâ'ta teste

e a pata controle.

2) Imunidade humoral - A resposta soro-

lógica contra P. brasiliensis foi quantificada por

reaçáo de imunodifusão duplâ em ge1 de ágar'

como anteriormente padronizadas'

Estudo histoPatológico

Os animais sacrificados foram autopsiados,

com registro dos achados macroscópicos da ca-

vidade peritoneal. Fragmentos com lesões do

peritônio parietal e visceral foram fixados em

soluçáo de formalina a !00/0, incluídos em pãra-

fina, cortados em 4 p e corados pelos métodos

de Hematoxilina e Eosina (HE) e prata mete-

namina Gomori, pelas técnicas habituais'

RESULTADOS

llipersensibilidade celular

Á Tabela I demonstra os resultados do tes-

te do coxim plautar realizado nos animais in-

fectados, sensibilizados, sensibilizados e infecta-

dos, e controle, após 1 e 3 semanas da sensibi-
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lizaçã"o e/ou infecçáo. Foi realizada análise de
variância dos dados, sendo o teste F signifi-
cante a 10/o de probabilidade. Foi aplicado o
teste de Tukey a 5% de probabilidade para
comparação dos contrastes de médias.

Os camundongos com 1 e B semanas de in_
fecção não apresentaram respostas positivas no
teste do coxim planfar. Os animais sensibihza_
dos mostraram intensas respostas de hipersen-
sibilidade retardada nâ 1.. semâna âpós sensi
bilizaçáo; a resposta persistiu, em menor inten-
sidade, na 3..,semana. Os animais infectados

Sacrifício
(semanas)

TABELA I
R'esultados (diferença de volume entre a pata teste e a pata controle) d.o teste do coxim plantar

1.. semana

após sensibilizaçã,o prévia apresentaram inten_
sa resposta de hipersensibilidade retardada com
1 e 3 semanas de infeccão.

Imunidade humoral

A Tabela II demonstra os títulos de anti-
corpos anti-P. brasiliensis detectados nos soros
dos camundongos infectados, sensibilizado,s,
e infectados, e controle, pela técnica de imuno_
difusão dupla em gel de ágar.

Tratamento Ðiferença de volume
(pata teste-pata controle)

3:'seman¿

Infecção
Sensibilização
Sensibilizaçáo

+ Infecção
Controle

(") Não realizado
(*') Médias seguidas de letras iguais não dilerem entte si

Infecçáo
Sensibilização
Sensibilização

+ Infecçáo
Controle

-0.2
0.8

1.6

-0. 2

Sacrifício
(semanas)

semana

0.2
2.r

0.0
0.9

1.7 2.0 2.0

-0. 1 0.3 0.4

1.Ð

0.2

3." sematre

0.3
2.4

TABELA II
Resultados da reação de imunodifusão dupla em gel de ágar

0.3
t.2

Tratamento Títulos (")

Infecção
Sensibilização
Sensibilização

+ Infecção
Controle

0.6
2.5

r.5 L.6
0.3 0 .4

(") Os tÍtulos tepresentam a recÍproca da d_iluição máxima

Os camundongos do grupo controle e os sa-
crificados 1 semana após a inoculação não apre-
sentaram anticorpos especÍficos antip, brasi
Iiensis. Após B semanas, os títulos dos animais
infectados foram moderadamente elevados. A
sensibilização induziu discreta à moderada an-
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0.? 0.8
1.4 1.5

Infecçáo
Sensibilização
Sensibilização

+ Infecção
Controle

0.9
2.5

2.0
0.4

pelo teste de Tukey a 5qî de probabilidade

Média 1**¡

0.4

2

1.2
1.8

2.6
Nrì(")

I

0.36a

2.06b

1 .86b

0. 16a

2

64

4

0.60â
1 .36b

I .92b

0.32à

64

B

128

:

ï
do soro com linha de precipitação

16

ï

256

ticorpogênese que d.ecresceu após 3 semanas.
Os camundongos infectados apés sensibilizacão
apresentaram títulos elevados e persistente de
anticorpos anti-P. brasiliensis até a 8." semana
de infecção.

'256

32 32

48

t: 128
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B
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micose intraperitoneal em camundongos com e
sem sensibilizaçã"o prévia, alguns aspectos me-
recem ser ressaltados.

1) O curso da infecçáo intraperitoneal pelo
F. brasiliensis em animais sem sensibilizaçáo
prévia foi semelhante ao do experimento ante-
rior s. A inflamaçáo foi inespecífica, encapsulan-
te dos fungos inoculados. A anticorpogênese foi
moderada e detectada apenas na 3.' semana. Ao
contrário do previamente reportado e, os ca-
mundongos não apresentaram respostas de hi
persensibilidäde retardada na 1." e 3." semanas
de infecção. Esta discrepância de resultados tal-
vez tenha sido devida à diferença na partida do
antígeno solúvel utilizado nos testes, já que to-
das as outras variantes experimentais foram
mantidas constantes.

2) A sensibilizaçáo dos camundongos foi
realizada por injeçáo intradérmica de formas
mortas de P. brasiliensis, segundo esquema pa-
dronizado para a indução de hipersensibilidade
retardada ìcontra antÍgeno micótico (Coccidioi.
des immitis e Candida.albica¡rs) 12. O presente
trabalho demonstrou a eficácia do método para
o P. brasiliensis. Após 1 semana da úttima dose
sensibilizante, os animais apresentaram mode-
rada anticorpogênese e intensa resposta de hi-
persensibilidade retardada; após 3 semanas, os
títulos de anticorpos anti-P. brasiliensis se ne-
gativaram e houve persistência da resposta de
imunidade celular.

3) A resposta imurie-celular (3." semana) e

a humoral (1." e 3.' ser4anas) nos camundongos
infectados após sensibiTizaçã,o foram mais inten-
sas do que às dos anirnais apenas infectados ou
sensibilizados. Este dado demonstrou que a in-
fecçáo atuou como dose sensibilizante de re-
forço (dose 'booster") para os camundongos
previamente sensibilizados. Mais ainda, indicou
que, neste modelo experimental de paracocci-
dioidomicose, a infecçáo não se acompanha de
diminuição da capacidade de resposta imuno-es-
pecífica, como tem sido observado na infecção
humana 10, ou mesmo em outros modelos expe-
rimentais 10,11.

4) O curso, a intensidade e a natureza da
peritonite paracoccidioidomicótica 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 sensibilizaçá"o pré-

via. ESte fato levanta interessante discussão so-
bre a correlação entre resposta de hipersensibi-
lidade retardada e imunidade ou resistência. Co-
mo em outras infecções e modelos experimen-
tais7,8,13 ls, na presente infecção intrâperitoneal
induzida após sensibllizaçáo, pareceu ocorrer
dissobiação entre os dois fenômenos; o esquema
de sensibilização determinou elevados índices
do teste do coxim plantar, indicativos de res-
posta de hipersensibilidade retardada2, sem, po-
rém, ter conferido aos animais nenhum grau de
proteção frente ao desafio representado pela in.
ieção intraperitoneal de suspensão de P. bra-
siliensis.

Hipersensibilidade retardada e resistência
são fenômenos que, apesar de poderem ocorrer
paralelamenteT,ls, parecem refletir mecanismos
imunológicos inteiramente distintos. O desenvol-
vimento destes dois fenômenos depende de am-
pla e variada gama de fatores, como a via de
administração, natureza química e quantitativa
do antígeno injetado, bem como a capacidade de
resposta do hospedeiro 4.

A complexidade da dissociaçáo entre hiper-
sensibilidade retardada-resistência foi recente-
mente ressaltada no modelo fibrossarcoma in-
duzido pelo metilcolantreno, em camundongos
BALB/e 8; neste experimento, demonstrou-se que
a resistência ao crescimento do tumor pode ser
transferida apenas por células (fenômeno lin-
fócito 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 Autores 8

sugerÍram que os antÍgenos responsáveis pela
indução de resistência foram diferentes daque-
les responsáveis pela resposta de hipersensibi-
lidade ¡etardada.

Investigações sobre as interrelações entre
resistência e hipersensibilidade, imunidade ce-
lular e humoral, estudos sobre as células e/ou
anticorpos envolvidos na indução e expressáo
da resistência do hospedeiro frente ao P. bra-
siliensis, seráo de importância pata, Ð" padroni-
zaçáo de procedimentos preventivos ou mesmo
curativos para pacientes portàdores de pâracoc-
cidioidomicose. Neste contexto, o modelo expe-
rimental descrito no presente trabalho abre
perspectivas de pesquisas posteriores.

5) No presente trabalho, a reação inflama-
tória ao P. brasiliensis não foi granulomatosa
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epitelióide, mesmo nos camundongos previamen-
te sensibilizados, que foram infectados quando
já apresentavam índices elevados de resposta
de hipersensibilidade retardada.

O papel desta resposta na induçáo da infla-
maçáo granulomatosa tem sido extensamente
revisto e náo parece haver necessariamente re-
lação causa-efeito entre os dois fenômenos r.

Admite-se, entretanto, que a presença de
resposta imunocelular possa aumentar e acele-
râr o desenvolvimento de granulo.mas com cé-
lulas epitelióides e gigantócitos 1. Tem sido de-
monstrado que a inflamação granulomatosa é
imunologicamente específica, transferida por
linfócitos T e seu aparecimento abolido por ti_
mectomia ou administração de soro antilinfo_
citário t.

No presente trabalho, a infecção atuou co_
mo dose "booster" para os animais previamente
sensibilizados, que mantiveram respostas po,si-
tivas do teste do coxim plantar mesmo após B
semanas de infecção, sem, no entanto, d.esen-
volverem inflamação granulomatosa.

Os mesmos fatores ligados aos antígenos e
resposta do hospedeiro, que sugerimos para ex_
plicar a dissociação entre resistência e hiper_
sensibilidade retardada, teriam sido eventuat-
mente os responsáveis pela ausência de res,oos-
ta granulomatosa frente ao p. brasiliensÍs.

Este é assunto controverso, polêmico e ain_
da pouco explorado. Recentemente, observamos
que partículas de bentonÍta são capazes de
absorver antígenos do p. brasiliensis s. Este fa_
to, apoiado nos trâbalhos do grupo Warren 3

sobre a patogenia do granuloma, abre perspec_
tivas de futuras investigações visando o estuOo
da relação entre frações antigênicas do p. bra-
siliensis e a morfogênese do granuloma paracoc_
cidioidomicótico.

SUMMARY

Experimenúal paracoccidioidomycosis in the
mouse. II - trntraperitoneal infection afúer

previous sensiúization.
. Twenty male mice were intraperitoneally in_

fected'with l0xlOo yeast forms of p. brasiliJnsis
(18 strain). prior to infection, 10 of those ani_
mals were sensitized during 4,weeks with a par_
ticulate P. brasiliensis antigen. As conirol
groups, 10 mice were only sensitized and l0 re-

2L0

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,

Iú 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-
tensily and the quality of the paracoccidioido-
m'ycotic 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 paracoccidioidomyco-
sis.
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