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RESUMO

Modelos experimentais sdo importantes instrumentos de estudo da paracoccidioidomicose.
Este trabalho objetivou avaliar sorologicamente a infecgfio em Calomys callosus,
comparativamente aos camundongos susceptiveis (B10.A) e resistentes (A/Sn) a doenga. Os
animais foram inoculados intraperitonealmente com leveduras de Paracoccidioides
brasiliensis nas seguintes concentragdes: 0,6 x 10%; 105 107 e 10%. Os soros foram coletados
€m quatro semanas e na fase avancada da doenga. Foi realizado o teste ELISA com e sem
avidez, sendo os resultados expressos em indices ELISA (IE) e avidez (IA). Com quatro
semanas de infecgdo, os camundongos A/Sn apresentaram [Es superiores quando inoculados
com 107 ¢ 10° fungos. Com indculos menores, camundongos B10.A e C. callosus
apresentaram IEs superiores. Nas fases avancadas da infecgdo, IEs foram superiores nos
camundongos A/Sn nas diferentes concentragdes de inoculo, com os C. callosus apresentando
IEs intermediarios e os camundongos B10.A apresentando IEs menores. No ELISA avidez,
observou-se aumento de IA da fase precoce para avangada em todos os grupos. Houve
semelhanga de resposta humoral entre C. callosus e camundongos B10.A, caracterizando-o
como potencial modelo alternativo de susceptibilidade a paracoccidioidomicose.

Palavras chaves: Calomys callosus, paracoccidioidomicose experimental, Ensaio ELISA
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Resposta humoral de Calomys callosus experimentalmente infectados com
Paracoccidioides brasiliensis: estudo comparativo com camundongos susceptiveis e

resistentes
1-INTRODUCAO

Paracoccidioides  brasiliensis, um fungo dimérfico, é o agente etioldgico da
paracoccidioidomicose (PCM), a principal micose sistémica da América Latina (RESTREPO,
1985). O habitat do P. brasiliensis é provavelmente o solo de regides endémicas.
(ALBORNOZ, 1971, NEGRONI, 1966; SILVA-VERGARA et al., 1998). Alguns aspectos
ambientais favordveis ao seu crescimento sdo temperaturas moderadas e pouco variaveis,
solos 4cidos, umidade relativamente alta e presenca de vegetacdo abundante (RESTREPO,
1985).

A infecgdo € usualmente adquirida pela inalagio de propagulos transportados pelo ar
(McEWEN et al, 1987). A maioria dos individuos expostos ao P. brasiliensis desenvolve
uma infecgdo assintomatica, revelada pela alta proporcio de testes cutdneos positivos
encontrados na populacdo de 4dreas endémicas (MARQUES et al., 1983; COELHO et al.,
1994). Entretanto, alguns individuos apresentam manifestagdes clinicas, envolvendo
primariamente os pulmdes. Dai, a infecgfio pode ou nfio se disseminar para outros 6rgios e
sistemas (BRUMMER et al., 1993).

Muito do conhecimento sobre a patogenia da doenca no homem foi obtido por meio de
observagdes experimentais in vitro e in vivo a partir do desenvolvimento de modelos
experimentais. O primeiro relato de uma infecgdo experimental bem sucedida coube a
Montenegro (1927), o qual observou o desenvolvimento da doenga em cobaios a partir da
inoculagfo intratesticular de material obtido de lesdes humanas. Investigagdes subseqiientes
tém revelado que os modelos experimentais desenvolvidos em camundongos tém se mostrado
bastante eficazes no estudo da doenga. Varias espécies tem sido empregadas, associadas a
diferentes vias de inoculagfo, entre as quais a intraperitoneal, intravenosa e intratesticular
(CALICH et al., 1985; VILANI-MORENO et al., 1998; IABUKI & MONTENEGRO, 1979).

Calich et al. (1985), estabeleceram modelos murinos homogéneos para o estudo da
paracoccidioidomicose, inoculando pela via intraperitoneal 5 x 10° leveduras da cepa Pbl8
em 9 diferentes tipos de camundongos isogénicos. Deste estudo, 0s autores propuseram uma

classificagdo discriminando diferentes padrdes de susceptibilidade e resisténcia & infecgdo, a
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saber: 1-Susceptivel: cepas B10.A, B10D,/oSn, B10D,/nSn; 2-Intermediario: BALB/c,
Cs7Bl/10, CBA, C;HeB/Fe; 3-Resistente: CsH/He; 4-Altamente resistente: A/Sn.

A integridade do compartimento celular da resposta imune ¢ fundamental para o
estabelecimento da imunidade protetora contra a infec¢do pelo P. brasiliensis (BURGER et
al., 1996). Estudos mostram que camundongos resistentes tendem a apresentar uma resposta
imune celular com as seguintes caracteristicas: eficiente ativagdo de macréfagos, adequada e
sustentada hipersensibilidade do tipo tardio, baixos niveis de anticorpos especificos,
predominio dos isotipos IgG2a e IgG3, desenvolvendo, assim, uma PCM cronica benigna
restrita aos pulmdes. J4 os camundongos susceptiveis tendem a apresentar uma redugo na
efetividade da resposta imune celular, mostrando ativacdio preferencial de células B, altos
niveis de anticorpos especificos, predominio do isotipo IgG2b, hipersensibilidade do tipo
tardio efémera, desenvolvendo, assim, uma doenga progressiva disseminada resultando em
alta taxa de mortalidade. Assim, a resisténcia na PCM experimental est4 associada com uma
resposta preferencial do tipo Thl, € a susceptibilidade experimental estd associada com um
padrdo predominante do tipo Th2. (FAZIOLI et al., 1994; CANO et al., 1995; CALICH &
KASHINO, 1998; CANO et al, 2000). Uma producdio sustentada de IFN-y e IL-2 ¢ uma
predominante producdo de anticorpos IgG2a esto associadas a resisténcia ao P. brasiliensis.
Em contraste a produgdo de baixos niveis de IFN-y, secre¢do precoce de altos niveis de [L-5 e
IL-10, eosinofilia, e secrecfo preferencial dos isotipos IgG2b e IgA caracterizam a doenga
progressiva nos camundongos susceptiveis (CANO et al., 1998; KASHINO et al., 2000).

Um ntimero crescente de trabalhos tem proposto a utilizagdo do roedor Calomys
callosus, Rengger 1830 (Rodentia, Cricetidae), para o estabelecimento de modelos
experimentais de infecgio com Trypanosoma cruzi, Toxoplasma gondii, Leishmania
donovani, Schistosoma mansoni, mostrando, com sucesso, padrdes variados de
susceptibilidade e resisténcia a estes microrganismos (BORGES et al., 1982; FAVORETO-
JUNIOR et al., 1998; MELLO & TEIXEIRA, 1984; LENZI et al., 1995). Além disto, o C.
callosus tem sido identificado como reservatério natural para 7. cruzi e hantavirus. (DOST et
al., 2006; CARROLL et al., 2005).

A proposta do presente trabalho foi investigar a soro-reatividade do C. callosus ao P.
brasiliensis comparativamente aos modelos de infecgdo em camundongos susceptiveis e
resistentes. Esta proposi¢éo baseia-se no fato deste animal ser um habitante natural do cerrado
da regido centro-oeste brasileira considerada endémica para a PCM. Neste sentido, o
desenvolvimento deste modelo poders oportunizar a identificagdo de particularidades da

resposta humoral ao mencionado fungo.



2-OBJETIVOS

2.1. Identificar e quantificar sorologicamente os anticorpos especificos totais anti-P.
brasiliensis em Calomys callosus analisando comparativamente aos anticorpos IgG
especificos anti-P. brasiliensis nos camundongos susceptiveis e resistentes a infecgéo.

2.2. Determinar a avidez dos anticorpos especificos totais anti-P. brasiliensis em Calomys
callosus comparativamente aos anticorpos IgG especificos anti-P. brasiliensis nos

camundongos susceptiveis e resistentes a infecgdo.

3-METODOLOGIA

3.1 - Desenvolvimento da infec¢io experimental

A infecg8o experimental foi desenvolvida a partir do in6culo intraperitoneal do fungo P.
brasiliensis em dois grupos de animais controles, a saber: GRUPO I, camundongos machos
resistentes (A/Sn); GRUPO II, camundongos machos susceptiveis (B10.A) e um grupo
experimental, GRUPO III, formado por Calomys callosus machos. Os animais dos GRUPOS
I e II foram provenientes do Centro de Bioterismo da USP, SP, Brasil. Os animais do GRUPO
III foram gentilmente cedidos pela Dr* Eloisa A. V. Ferro (Departamento de Morfologia,

ICBIM-UFU, MG, Brasil). Todos 0s animais tinham idades variando entre oito ¢ 10 semanas.

3.1.1 - Preparo do inéculo

3.1.1.1 - Cultivo de leveduras de Paracoccidioides brasiliensis

Para o cultivo de leveduras de P. brasiliensis foi utilizada a cepa Pb18, descrita como
sendo virulenta (KASHINO et al., 1985). O fungo foi cultivado, a temperatura de 37°C, em
meio sélido de cultura YPD (extrato de levedura 0,5%, peptona 0,05%, D-glucose 1,5%)
acrescido de 4gar 1,5% como descrito por Ray etal. (1992).

3.1.1.2 - Iné6culo de leveduras de P. brasiliensis nos animais

Apos 7 dias de crescimento, o fungo foi removido do meio sélido em halo de seguranga
com auxilio de alga de platina e transferido para frasco Erlenmeyer, devidamente esterilizado,
contendo cerca de 5 ml de PBS estéril. O contetido do frasco foi homogeneizado com auxilio
de pérolas de vidro até a dissolugdo dos grumos da cultura. Em seguida foi realizada a
contagem das células flngicas utilizando-se uma cdmara de Neubauer (Weber Scientific

International, Lancing, Sussex, England) e microscopio epifluorescente (Olympus Mod. BH2,



Tokyo, Japdo), objetiva de 20x. Para tanto, 10 pl de suspensdo da cultura em solucdo de
diacetato de fluoresceina e brometo de etidio (CALICH et al., 1978) foi inoculada na interface
ldmina/laminula. Tanto a contagem das células totais, quanto das células vidveis
(fluorescentes) foi feita considerando os quatro reticulos externos, obtendo-se o resultado

final a partir da seguinte férmula:

numero total de células contadas (10 ul) x fator de diluicdo x 1.5 x 10*
numero de quadrantes do reticulo

Verificou-se que a suspensfo de cultura apresentava uma concentragdo de 1,20 x 10°
células/ml. Deste total, observou-se 82% de células viaveis.
Os animais foram infectados intraperitonealmente com a dose apropriada de células

fingicas contidas em 0,5 ml. As doses foram ajustadas segundo a Tabela 1.

Tabela 1 — Distribui¢do dos valores das concentragdes de fungos viaveis dos indculos de
Paracoccidioides brasiliensis (Pb18) por grupo de animais utilizados.

Dosagem | 0,6 x 10° 0,6x10° 0,6x10’ 0,6 x 10°
Grupos células células células células
Calomys callosus 4 4 4 4
A/Sn (resistentes) 4 4 4 4
B10.A (susceptiveis) 4 4 4 4

3.1.2 - Evolugdo clinica da infec¢ido: coleta de soro e avaliagdo histopatolégica do
desenvolvimento da doenca
Apos a inoculagdo, os animais foram observados diariamente (duas vezes/dia) para o
acompanhamento da evolugdo clinica da infec¢fio. A presenga da infecgio foi definida
clinicamente quando houve a observagdo dos seguintes sinais: prostragdo, perda de pélos,
diminui¢do do consumo de ragfo. A coleta de sangue para obteng¢fo do soro foi realizada em
dois momentos, sendo o primeiro quando os animais estavam com quatro semanas de
infecgdo; o segundo quando os animais apresentaram agravamento dos sinais da doenga. A
identificagdo destes sinais nos animais susceptiveis (B10.A) também foi considerada
pardmetro para a realiza¢@o do sacrificio de todos os animais do experimento. Na auséncia
destes sinais, ficou definido que os animais seriam sacrificados no momento do primeiro 6bito
pela doenga no referido grupo. Neste estagio, foram coletadas amostras de bago, figado e

pulméo para desenvolvimento do estudo histopatoldgico.



3.2 - Anilise histopatolégica da infecgiio

Os fragmentos de pulmdo, figado e bago dos animais foram removidos no momento do
sacrificio ou morte esponténea, fixados em formol 10% e emblocados em parafina. Os cortes
obtidos, com espessura de 4 um, foram corados por hematoxilina e eosina e pela técnica de
metanamina-prata de Gomori-Grocott (MICHALANY, 1980) para evidenciagéo dos fungos.
Para a avaliacio histopatolégica foram considerados os seguintes itens: presenga ou nio de

lesdes organicas, tipo de resposta inflamatéria, e 1dentificacdo dos fungos nas lesdes.

3.3 - Ensaio Enzimitico de Imunoabsorbincia (ELISA) para identificacio e
quantificacio de anticorpos (IgsG nos camundongos e y-globulina nos C. callosus)

especificos anti-P. brasiliensis

3.3.1 — Preparo de antigeno soltvel de P, brasiliensis (AgPb)

O AgPb foi preparado segundo Scott et al. (1987) com algumas modificagdes.

Leveduras de P. brasiliensis foram Suspensas em 2 ml de PBS (salina tamponada com
fosfato - pH 7,2) estéril contendo inibidores de proteases (aprotinina 10 1g/ml, leupeptina 50
pug/ml e PMSF a 1.6 mM). A seguir, foram realizados 15 ciclos de congelamento e
descongelamento em N liquido e banho-maria a 37°C, respectivamente. O extrato antigénico
foi entfio submetido a 6 ciclos de | minuto em ultra-som e posteriormente macerado em N,
liquido, com o auxilio de Graal e pistilo. Apéds esse processo a suspensdo foi clarificada por
centrifugagio a 15.000 rpm a 4°C por 15 minutos. O sobrenadante foi coletado, sua
concentragdo protéica determinada pelo método de Lowry et al. (1951), e armazenado a —

20°C, até o momento do uso.

3.3.2-ELISA
Placas de alta afinidade para ELISA (Corning Costar, Corning, New York, USA) foram

incubadas com 1,0 pg de AgPb em 50 pl de tampdo carbonato, 0,2 M (pH 9,6), por poco,
deixados overnight a 4° C, em cimara timida. O bloqueio dos sitios inespecificos foi realizado
com 50 pl de PBS 0,01 M contendo 0,05% de Tween-20 (PBS-T) acrescidos de gelatina 3%,
por 1 hora a 37 °C. Na seqiiéncia foi realizada a incubagdo com amostras de soro dos animais,
diluidas 1:128 em solugdo de PBS-T acrescida de gelatina 1%, por 2 horas a 37°C.

Posteriormente foi feita a incubagdo com 50 pl dos anticorpos anti-IgG conjugados a



peroxidase (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA), diluidos a 1:2000 para camundongos
e anticorpos anti-y-globulina (Laboratério de Imunologia - UFU) conjugados a peroxidase,
diluidos a 1:200 para Calomys callosus, em solugdo de PBS-T acrescido de gelatina 1%, por
1 hora a 37°C. Ap6s cada etapa do experimento, os pogos foram lavados quatro vezes com
PBS-T. Para revelagdo da reagdo, 50 ul de substrato {5 mg de OPD (orto-fenilenodiamina), 5
ml de tampdo citrato de sodio/acido citrico (pH 5) € 5 pl de H;O; a 30%} foram acrescentados
aos pogos. A reagdo foi paralisada com a adigdo de 25 pl HoSO4 a 2 N, por pogo. As
densidades o6pticas (DO) obtidas foram determinas em leitor de placas (Titertek Multiskan
Plus; Flow Laboratories, Genebra-Sui¢a) a um comprimento de onda de 492 nm. Todos os
ensaios foram realizados em duplicata. Os resultados foram expressos em indice ELISA (IE),
onde: IE = média dos valores de DO em cada amostra/valores de corte (cut-off). Os valores de
cut-off das reagdes foram estabelecidos pela média das DOs de tr€s amostras negativas mais

trés desvios padrdes. Amostras cujo IE foi acima de 1.0 foram consideradas positivas.

3.3.3 - ELISA avidez
Placas de alta afinidade foram sensibilizadas com antigeno ¢ incubadas com as
amostras de soro, como descrito anteriormente. Previamente & adi¢do do conjugado, as placas
foram tratadas com uréia a 6M em PBS-T por 5 minutos. Em seguida foram lavadas e o
conjugado imunoenzimatico foi adicionado e a reagdo desenvolvida. Os resultados foram
expressos em indice avidez (IA). O IA foi determinado pela razdo entre os valores do IE das
amostras tratadas com uréia ¢ o IE das amostras nfo tratadas com uréia, sendo expresso em

porcentagem (U'/U" x 100). Foi definido como baixa avidez valores de IA < 40%; avidez

intermediaria IA variando entre 41 e 70%; e alta avidez, indices de IA > 71%.



4 - RESULTADOS

No presente trabalho era esperado que os camundongos susceptiveis (B10.A) —
considerados pardmetros na evolugdo da infec¢do - apresentassem sinais clinicos da doenga
e/ou viessem a ébito precocemente em relagdo aos demais grupos. Entretanto foi observado
que o grupo de Calomys callosus manifestou os sinais clinicos da infec¢do precocemente em
relagdo aos demais grupos (B10.A e AS/n). Além das manifestagdes clinicas, as mortes no
grupo de C. callosus foram também precoces em relagdo aos grupos de camundongos. Pode-
se constatar que a cronologia dos dbitos foi inversamente proporcional as doses dos ino6culos

utilizados (Tabela 2).

Tabela 2 — Obitos espontineos dos animais inoculados nesse experimento, segundo a
cronologia e dose de inoculo utilizada, por grupo de animais avaliado.

In6culo o . ‘ s
0,6x10°células  0,6x10" células  0,6x10°células  0,6x10° células

Animais

Calomys callosus Obito a partir  Obito a partir do Obito a partir do  Obito a partir do

do 23° dia 48° dia 98° dia 115° dia
B10.A SACH? SAC SAC SAC
A/Sn SAC SAC SAC SAC

1 — SAC: Sem Alterag¢des Clinicas Evidentes
2 - apenas neste grupo foi identificado 6bito (um 6bito)

Histopatologicamente, as alteragdes observadas foram decorrentes da presenga de reagdo
inflamatéria que variou quanto ao tipo e intensidade, segundo o grupo de animais, 6rgdo ¢ a
dose do inéculo empregada. Usualmente foram identificadas lesGes caracterizadas por reagio
inflamatéria cronica granulomatosa sem organizagdo definida, com necrose ¢ um maior
nimero de fungos. Este padrdo embora comum a todos os tecidos avaliados, mostrou-se mais
intenso para indculos 0,6 x 10® independentemente dos érgdios estudados e dos animais
avaliados. Nos grupos que receberam indculos de 0,6 x 10° perceberam-se diferencas
marcantes quanto ao tipo ¢ intensidade do infiltrado inflamatério presente e na
vulnerabilidade organica a infecgdo, sendo também mais expressivas nos C. callosus. Nestes

animais, a diferenca de expressividade das lesdes foi mais marcante no pulméo (Figura 1).
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1985). O habitat do P. brasiliensis ¢ provavelmente o solo de regides endémicas.
(ALBORNOZ, 1971; NEGRONI, 1966; SILVA-VERGARA et al., 1998). Alguns aspectos
ambientais favordveis ao seu crescimento sdo temperaturas moderadas € pouco varidveis,
solos 4cidos, umidade relativamente alta e presenca de vegetagdo abundante (RESTREPO,
1985).

A infec¢do € usualmente adquirida pela inalagdo de propdgulos transportados pelo ar
(McEWEN et al,, 1987). A maioria dos individuos expostos ao P. brasiliensis desenvolve
uma infec¢do assintomatica, revelada pela alta propor¢dio de testes cutineos positivos
encontrados na populagdo de areas endémicas (MARQUES et al., 1983; COELHO et al.,
1994). Entretanto, alguns individuos apresentam manifesta¢des clinicas, envolvendo
primariamente os pulmdes. Dai, a infec¢do pode ou nfo se disseminar para outros 6rgdos €
sistemas (BRUMMER et al., 1993).

Muito do conhecimento sobre a patogenia da doenga no homem foi obtido por meio de
observagdes experimentais in vitro e in vivo a partir do desenvolvimento de modelos
experimentais. O primeiro relato de uma infec¢do experimental bem sucedida coube a
Montenegro (1927), o qual observou o desenvolvimento da doenga em cobaios a partir da
inoculagdo intratesticular de material obtido de lesGes humanas. Investigagdes subseqiientes
tém revelado que os modelos experimentais desenvolvidos em camundongos tém se mostrado
bastante eficazes no estudo da doenga. Varias espécies tem sido empregadas, associadas a
diferentes vias de inoculagdo, entre as quais a intraperitoneal, intravenosa € intratesticular
(CALICH et al., 1985; VILANI-MORENO et al., 1998; IABUKI & MONTENEGRO, 1979).

Calich et al. (1985), estabeleceram modelos murinos homogéneos para o estudo da
paracoccidioidomicose, inoculando pela via intraperitoneal 5 x 10° leveduras da cepa Pb18
em 9 diferentes tipos de camundongos isogénicos. Deste estudo, os autores propuseram uma

classifica¢do discriminando diferentes padrdes de susceptibilidade e resisténcia a infecgéo, a



saber: 1-Susceptivel: cepas B10.A, B10D,/0Sn, B10D,/nSn; 2-Intermedidrio: BALB/c,
Cs7Bl/10, CBA, C3HeB/Fe; 3-Resistente: C3H/He; 4-Altamente resistente: A/Sn.

A integridade do compartimento celular da resposta imune é fundamental para o
estabelecimento da imunidade protetora contra a infecgfio pelo P. brasiliensis (BURGER et
al., 1996). Estudos mostram que camundongos resistentes tendem a apresentar uma resposta
imune celular com as seguintes caracteristicas: eficiente ativagdo de macrofagos, adequada e
sustentada hipersensibilidade do tipo tardio, baixos niveis de anticorpos especificos,
predominio dos isotipos IgG2a e IgG3, desenvolvendo, assim, uma PCM cronica benigna
restrita aos pulmdes. Ja os camundongos susceptiveis tendem a apresentar uma reducfo na
efetividade da resposta imune celular, mostrando ativagio preferencial de células B, altos
niveis de anticorpos especificos, predominio do isotipo IgG2b, hipersensibilidade do tipo
tardio efémera, desenvolvendo, assim, uma doenga progressiva disseminada resultando em
alta taxa de mortalidade. Assim, a resisténcia na PCM experimental estd associada com uma
resposta preferencial do tipo Thl, e a susceptibilidade experimental esta associada com um
padrdo predominante do tipo Th2. (FAZIOLI et al., 1994; CANO et al., 1995; CALICH &
KASHINO, 1998; CANO et al, 2000). Uma producdo sustentada de IFN-y e IL-2 e uma
predominante produgfio de anticorpos IgG2a estfio associadas & resisténcia ao P. brasiliensis.
Em contraste a producgo de baixos niveis de IFN-y, secregio precoce de altos niveis de IL-5 e
IL-10, eosinofilia, e secregdo preferencial dos isotipos IgG2b ¢ IgA caracterizam a doenga
progressiva nos camundongos susceptiveis (CANO et al., 1998; KASHINO et al., 2000).

Um numero crescente de trabalhos tem proposto a utilizagdo do roedor Calomys
callosus, Rengger 1830 (Rodentia, Cricetidae), para o estabelecimento de modelos
experimentais de infecgdo com Trypanosoma cruzi, Toxoplasma gondii, Leishmania
donovani, Schistosoma mansoni, mostrando, com sucesso, padrSes variados de
susceptibilidade e resisténcia a estes microrganismos (BORGES et al., 1982; FAVORETO-
JUNIOR et al., 1998; MELLO & TEIXEIRA, 1984; LENZI et al., 1995). Além disto, o C.
callosus tem sido identificado como reservatério natural para 7. cruzi ¢ hantavirus. (DOST et
al., 2006; CARROLL et al., 2005).

A proposta do presente trabalho foi investigar a soro-reatividade do C. callosus ao P.
brasiliensis comparativamente aos modelos de infec¢do em camundongos susceptiveis e
resistentes. Esta proposi¢@o baseia-se no fato deste animal ser um habitante natural do cerrado
da regido centro-oeste brasileira considerada endémica para a PCM. Neste sentido, o
desenvolvimento deste modelo poder4 oportunizar a identificagdo de particularidades da

resposta humoral ao mencionado fungo.



2 -OBJETIVOS

2.1. Identificar e quantificar sorologicamente os anticorpos especificos totais anti-P.
brasiliensis em Calomys callosus analisando comparativamente aos anticorpos IgG
especificos anti-P. brasiliensis nos camundongos susceptiveis e resistentes a infec¢do.

2.2. Determinar a avidez dos anticorpos especificos totais anti-P. brasiliensis em Calomys
callosus comparativamente aos anticorpos IgG especificos anti-P. brasiliensis  nos

camundongos susceptiveis e resistentes a infecgdo.

3 -METODOLOGIA

3.1 - Desenvolvimento da infec¢iio experimental

A infecgdo experimental foi desenvolvida a partir do indculo intraperitoneal do fungo P.
brasiliensis em dois grupos de animais controles, a saber: GRUPO I, camundongos machos
resistentes (A/Sn); GRUPO II, camundongos machos susceptiveis (B10.A) € um grupo
experimental, GRUPO III, formado por Calomys callosus machos. Os animais dos GRUPOS
[ e II foram provenientes do Centro de Bioterismo da USP, SP, Brasil. Os animais do GRUPO
III foram gentilmente cedidos pela Dr* Eloisa A. V. Ferro (Departamento de Morfologia,

ICBIM-UFU, MG, Brasil). Todos os animais tinham idades variando entre oito e 10 semanas.

3.1.1 - Preparo do in6culo

3.1.1.1 - Cultivo de leveduras de Paracoccidioides brasiliensis

Para o cultivo de leveduras de P. brasiliensis foi utilizada a cepa Pb18, descrita como
sendo virulenta (KASHINO et al., 1985). O fungo foi cultivado, a temperatura de 37°C, em
meio solido de cultura YPD (extrato de levedura 0,5%, peptona 0,05%, D-glucose 1,5%)
acrescido de 4gar 1,5% como descrito por Ray et al. (1992).

3.1.1.2 - In6culo de leveduras de P. brasiliensis nos animais

Apds 7 dias de crescimento, o fungo foi removido do meio sdlido em halo de seguranga
com auxilio de al¢a de platina e transferido para frasco Erlenmeyer, devidamente esterilizado,
contendo cerca de 5 ml de PBS estéril. O contetudo do frasco foi homogeneizado com auxilio
de pérolas de vidro até a dissolugdo dos grumos da cultura. Em seguida foi realizada a
contagem das células fungicas utilizando-se uma camara de Neubauer (Weber Scientific

International, Lancing, Sussex, England) € microscopio epifluorescente (Olympus Mod. BH2,



Tokyo, Japdo), objetiva de 20x. Para tanto, 10 pl de suspensfio da cultura em solugio de
diacetato de fluoresceina e brometo de etidio (CALICH et al., 1978) foi inoculada na interface
lamina/laminula. Tanto a contagem das células totais, quanto das células viaveis

(fluorescentes) foi feita considerando os quatro reticulos externos, obtendo-se o resultado

final a partir da seguinte férmula:

nimero total de células contadas (10 pl) x fator de diluigdo x 1.5 x 10
numero de quadrantes do reticulo

Verificou-se que a suspensdo de cultura apresentava uma concentragdo de 1,20 x 108
células/ml. Deste total, observou-se 82% de células viaveis.
Os animais foram infectados intraperitonealmente com a dose apropriada de células

fungicas contidas em 0,5 ml. As doses foram ajustadas segundo a Tabela 1.

Tabela 1 — Distribuicdio dos valores das concentragdes de fungos viaveis dos inoculos de
Paracoccidioides brasiliensis (Pb18) por grupo de animais utilizados.

Dosagem | 0,6 x10° 0,6x10° 0,6x10" 0,6 10°
Grupos células  células células células
Calomys callosus 4 4 4 4
A/Sn (resistentes) 4 4 4 4
B10.A (susceptiveis) 4 4 4 4

3.1.2 — Evolugéo clinica da infecgdo: coleta de soro e avaliacdo histopatolégica do
desenvolvimento da doenga
Apo6s a inoculagfo, os animais foram observados diariamente (duas vezes/dia) para o
acompanhamento da evolugdo clinica da infecgio. A presenga da infecgdo foi definida
clinicamente quando houve a observagio dos seguintes sinais: prostragdo, perda de pélos,
diminui¢do do consumo de ragdo. A coleta de sangue para obtengio do soro foi realizada em
dois momentos, sendo o primeiro quando os animais estavam com quatro semanas de
infecgdo; o segundo quando os animais apresentaram agravamento dos sinais da doenga. A
identificagio destes sinais nos animais susceptiveis (B10.A) também foi considerada
parimetro para a realizagfio do sacrificio de todos os animais do experimento. Na auséncia
destes sinais, ficou definido que os animais seriam sacrificados no momento do primeiro 6bito
pela doenga no referido grupo. Neste estagio, foram coletadas amostras de bago, figado e

pulmio para desenvolvimento do estudo histopatoldgico.



3.2 - Anadlise histopatolégica da infeccéio

Os fragmentos de pulm&o, figado ¢ bago dos animais foram removidos no momento do
sacrificio ou morte espontanea, fixados em formol 10% e emblocados em parafina. Os cortes
obtidos, com espessura de 4 pum, foram corados por hematoxilina e eosina e pela técnica de
metanamina-prata de Gomori—Grocott (MICHALANY, 1980) para evidenciag@o dos fungos.
Para a avaliagdo histopatolégica foram considerados os seguintes itens: presenca ou ndo de

lesdes orgénicas, tipo de resposta inflamatéria, e identificagdo dos fungos nas lesdes.

3.3 - Ensaio Enzimitico de Imunoabsorbiancia (ELISA) para identificacio e
quantifica¢io de anticorpos (IgG nos camundongos e¢ y-globulina nos C, callosus)

especificos anti-P. brasiliensis

3.3.1 - Preparo de antigeno solivel de P. brasiliensis (AgPb)

O AgPb foi preparado segundo Scott et al. (1987) com algumas modificagdes.

Leveduras de P. brasiliensis foram suspensas em 2 ml de PBS (salina tamponada com
fosfato - pH 7,2) estéril contendo inibidores de proteases (aprotinina 10 pg/ml, leupeptina 50
pg/ml ¢ PMSF a 1,6 mM). A seguir, foram realizados 15 ciclos de congelamento e
descongelamento em N liquido e banho-maria a 37°C, respectivamente. O extrato antigénico
foi entdo submetido a 6 ciclos de 1 minuto em ultra-som e posteriormente macerado em N,
liquido, com o auxilio de Graal e pistilo. Apos esse processo a suspensio foi clarificada por
centrifugacdio a 15.000 rpm a 4°C por 15 minutos. O sobrenadante foi coletado, sua
concentragdo proté€ica determinada pelo método de Lowry et al. (1951), e armazenado a —

20°C, até o momento do uso.

3.3.2-ELISA
Placas de alta afinidade para ELISA (Corning Costar, Corning, New York, USA) foram

incubadas com 1,0 pg de AgPb em 50 ul de tampéo carbonato, 0,2 M (pH 9,6), por pogo,
deixados overnight a 4° C, em camara umida. O bloqueio dos sitios inespecificos foi realizado
com 50 pl de PBS 0,01 M contendo 0,05% de Tween-20 (PBS-T) acrescidos de gelatina 3%,
por 1 hora a 37 °C. Na seqtiéncia foi realizada a incubagfio com amostras de soro dos animatis,
diluidas 1:128 em solugdo de PBS-T acrescida de gelatina 1%, por 2 horas a 37°C.

Posteriormente foi feita a incubagdo com 50 pl dos anticorpos anti-IgG conjugados a



peroxidase (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA), diluidos a 1:2000 para camundongos
e anticorpos anti-y-globulina (Laboratério de Imunologia - UFU) conjugados a peroxidase,
diluidos a 1:200 para Calomys callosus, em solugdo de PBS-T acrescido de gelatina 1%, por
1 hora a 37°C. Apos cada etapa do experimento, 0S pogos foram lavados quatro vezes com
PBS-T. Para revelagio da reagdo, 50 pl de substrato {5 mg de OPD (orto-fenilenodiamina), 5
ml de tampéo citrato de sédio/acido citrico (pH 5) e 5 pl de HyOz a 30%} foram acrescentados
aos pogos. A reagdo foi paralisada com a adigéo de 25 pl HySO4 a 2 N, por pogo. As
densidades Opticas (DO) obtidas foram determinas em leitor de placas (Titertek Multiskan
Plus; Flow Laboratories, Genebra-Sui¢a) a um comprimento de onda de 492 nm. Todos os
ensaios foram realizados em duplicata. Os resultados foram expressos em indice ELISA (IE),
onde: IE = média dos valores de DO em cada amostra/valores de corte (cut-off). Os valores de
cut-off das reagdes foram estabelecidos pela média das DOs de trés amostras negativas mais

trés desvios padrdes. Amostras cujo IE foi acima de 1.0 foram consideradas positivas.

3.3.3 - ELISA avidez

Placas de alta afinidade foram sensibilizadas com antigeno e incubadas com as
amostras de soro, como descrito anteriormente. Previamente a adi¢éo do conjugado, as placas
foram tratadas com uréia a 6M em PBS-T por 5 minutos. Em seguida foram lavadas e o
conjugado imunoenzimatico foi adicionado ¢ a reagdo desenvolvida. Os resultados foram
expressos em indice avidez (IA). O 1A foi determinado pela razdo entre os valores do IE das
amostras tratadas com uréia e o IE das amostras ndo tratadas com uréia, sendo expresso em
porcentagem (U'/U" x 100). Foi definido como baixa avidez valores de IA < 40%; avidez

intermediéria IA variando entre 41 e 70%; e alta avidez, indices de IA = 71%.



4 - RESULTADOS

No presente trabalho era esperado que os camundongos susceptiveis (B10.A) —
considerados pardmetros na evolugfo da infecgdo - apresentassem sinais clinicos da doenga
e/ou viessem a 6bito precocemente em relagdo aos demais grupos. Entretanto foi observado
que o grupo de Calomys callosus manifestou os sinais clinicos da infecgio precocemente em
relagdo aos demais grupos (B10.A e AS/n). Além das manifestagdes clinicas, as mortes no
grupo de C. callosus foram também precoces em relagdo aos grupos de camundongos. Pode-
se constatar que a cronologia dos 6bitos foi inversamente proporcional as doses dos inéculos

utilizados (Tabela 2).

Tabela 2 — Obitos espontdneos dos animais inoculados nesse experimento, segundo a
cronologia e dose de in6culo utilizada, por grupo de animais avaliado.

Inéculo g . 6 s
S 0,6x10° células  0,6x10" células  0,6x10°células  0,6x10° células
Animais
Calomys callosus | Obito a partir  Obito a partirdo  Obito a partir do  Obito a partir do
do 23° dia 48° dia 98° dia 115° dia
B10.A SAC"? SAC SAC SAC
A/Sn SAC SAC SAC SAC

1 — SAC: Sem Altera¢oes Clinicas Evidentes
2 - apenas neste grupo foi identificado obito (um 6bito)

Histopatologicamente, as alteragdes observadas foram decorrentes da presenga de reago
inflamatdria que variou quanto ao tipo ¢ intensidade, segundo o grupo de animais, érgfo e a
dose do inéculo empregada. Usualmente foram identificadas lesdes caracterizadas por reagdo
inflamatéria croénica granulomatosa sem organizagdo definida, com necrose € um maior
numero de fungos. Este padrdo embora comum a todos os tecidos avaliados, mostrou-se mais
intenso para indculos 0,6 x 10® independentemente dos orgdos estudados e dos animais
avaliados. Nos grupos que receberam inéculos de 0,6 x 10° perceberam-se diferencas
marcantes quanto ao tipo ¢ intensidade do infiltrado inflamatorio presente € na
vulnerabilidade orgénica a infecgdo, sendo também mais expressivas nos C. callosus. Nestes

animais, a diferenca de expressividade das lesdes foi mais marcante no pulmio (Figura 1).



Figura 1 — Secgdo histolégica de pulmao do C. callosus, inoculado com 0,6x10° leveduras. (a)
Infiltrado por reagfo inflamatdria cronica granulomatosa rica em fungos, comprometendo a
arquitetura do parénquima pulmonar (*). Na 4rea mais preservada, evidencia-se infiltrado
linfo-histiocitario peri bronquiolar (seta) e intra-alveolar (Aumento original 100x, HE).
(b) Segmento do pulmdo apresentando infiltrado neutrofilico purulento. Reagfo inflamatoria
cronica granulomatosa rica em fungos (seta) (Aumento original 400x, HE). Detalhe:
Coloragdo pela técnica de metanamina-prata de Gomori—Grocott mostrando grande
quantidade de leveduras (Aumento original 400x).



4.1 - ELISA

A mensuracdo de IgG (camundongos A/Sn e B10.A) e y-globulina (Calomys callosus)
especificas anti-P. brasiliensis, nas amostras de soro coletadas apds quatro semanas de
inoculagdo e na fase avangada de infecgfo, respectivamente sdo mostradas nas Figuras 2 e 3.
Todavia, para dois C. callosus que receberam o inéculo de Pb18 com 0,6x10°% leveduras, o
ELISA foi realizado com soros coletados antes de completarem quatro semanas de infec¢do,
em fungdo do 6bito ter ocorrido na 3* semana de infecgdo.

Como pode ser observado, na quarta semana de infecgdo houve uma variagio da
resposta humoral frente as diferentes dosagens do inoculo. Nos grupos em que os animais
foram inoculados com 0,6x 10° e 0,6 x 10° células fingicas, os camundongos B10.A ¢ os C.
callosus apresentaram IEs superiores aos dos camundongos A/Sn. Ja nos grupos em que 0s
animais foram inoculados com 0,6x 10" e 0,6 x 10% células fingicas, os camundongos A/Sn
apresentaram IEs superiores aos dos camundongos B10.A e também C. callosus. Nas
amostras de soro coletadas na fase avangada da doenga, os IEs foram superiores nos
camundongos A/Sn em todas as dosagens dos inoculos, com os C. callosus apresentando IEs
intermediarios e os camundongos B10.A apresentando IEs menores (exceto no indculo de 0,6

x 10%), entretanto também positivos.

— A/SN

e==3 B 10. A

== Calomys callosus

'0'6')('105'&'. 7 70.6X1060él. 0,6X107cél.  0,6X108cel.

4 semanas de infeccao

Figura 2 — ELISA: Niveis de anticorpos especificos (IgG nos camundongos A/Sn ¢ B10.A; y-
globulina nos Calomys callosus) nos animais infectados com 0.6 x 10°, 106, 107, 108
leveduras de P. brasiliensis (Pb18), com quatro semanas de infec¢do. Os resultados foram

expressos em Indice ELISA.



C—— A/Sn
== 810. A

E== Calomys callosus

0,6X10° cél 0,6X10°cél. 0,6X107cél. 0,6X108 cél.

Fase avanc¢ada de infecgao

Figura 3 — ELISA: Niveis de anticorpos especificos (IgG nos camundongos A/Sn e B10.A; y-
globulina nos Calomys callosus) nos animais infectados com 0.6 x 10°, 10°%, 107, 10
leveduras de P. brasiliensis (Pbl8), em fase avancada de infec¢do. Os resultados foram
expressos em Indice ELISA.

4.2 - ELISA avidez

A Figura 4 apresenta os valores de Indice Avidez (IA) dos anticorpos especificos nas
amostras de soro avaliadas.

Nos camundongos A/Sn e B10.A os valores de IA elevam-se proporcionalmente as
dosagens dos inoculos utilizados. Com quatro semanas de infecgdo os valores de IA foram de
médio a alto para os camundongos resistentes e de baixo a alto para os camundongos
susceptiveis. Os valores de IA foram mais elevados nos estagios mais avangados da infecgdo

para os diferentes in6culos considerados.
Nos Calomys callosus os valores de IA nfo apresentaram uma elevagfo proporcional ao

inoculo, sendo, de médio a alto com quatro semanas de infec¢do. Entretanto, houve aumento

dos valores de IA nos estagios mais avangados de infecco.



—— A/Sn
B10.A
E==3 Calonys callosus

06x1F 06x1CF 06x10 0X1F  06XIF 06x10° 06x10 06X
(inboulos) (inboucs)

4 semanas de infecgio Fase avangada de infecgio

Figura 4 — ELISA Avidez: Indice de Avidez (IA) para os anticorpos especificos (IgG nos
camundongos A/Sn e B10.A; y-globulina nos Calomys callosus) dos soros obtidos com quatro
semanas e em fase avangada de infecgfo. Os valores sdo expressos segundo os diferentes
indculos de leveduras empregados.

5 - DISCUSSAO

Este estudo identificou e quantificou sorologicamente por meio de ensaio ELISA, as
imunoglobulinas totais (y-globulina) especificas ao antigeno de P. brasiliensis em C. callosus,
e as imunoglobulinas G (IgG) especificas ao antigeno de P. brasiliensis em camundongos
susceptiveis (B10.A) e camundongos resistentes (A/Sn) ao fungo, inoculados
intraperitonealmente com leveduras de P. brasiliensis. Além disso, foi determinada a avidez
dos anticorpos referidos acima, por meio de ensaio ELISA avidez. Para isso, utilizou-se o soro
dos diferentes animais inoculados com diferentes concentragdes de leveduras de P.
brasiliensis, a saber: 0,6 x 10°; 0,6 x 10% 0,6 x 10" e 0,6 x 10, Os soros desses animais foram
analisados apds quatro semanas de infecg@io e posteriormente, em fase avangada de infecgdo,
sendo os resultados expressos por indice ELISA (IE) e indice avidez (IA).

Com quatro semanas de infec¢do pode-se observar que os camundongos A/Sn tiveram

IE menor em relagio aos camundongos B10.A e C. callosus nos inéculos menores (0,6 x 10°
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e 0,6 x 10° leveduras) e IE maior em relagdo aos camundongos B10.A e C. callosus nos
in6culos maiores (0,6 x 107 ¢ 0,6 x 10® leveduras). Cano et al. (1995) mostraram que, apos
quatro semanas de inoculagio em camundongos A/Sn e B10.A (com 10° leveduras), o pico
mais alto de Ig total foi encontrado nos animais susceptiveis, e que, em oito semanas, esse
titulo aumenta abruptamente em animais resistentes, tornando-se mais altos que nos
susceptiveis. Nossos resultados sfio semelhantes aos observados naquele trabalho quando
analisamos os in6culos menores (0,6 X 10%e 0,6 x 106 leveduras). Em in6culos maiores, o IE
do soro de animais resistentes se torna maior do que os outros animais. Provavelmente, por
ser um numero muito maior de fungos, o estimulo antigénico aos animais resistentes foi
maior, gerando estimulo imunologico € produgdo de anticorpos. Interessante observar que os
IEs de C. callosus infectados tém perfis semelhantes aos dos camundongos susceptiveis.

Ao observarmos o IE no estdgio mais avancado da infec¢lo, pode-se ver que os
camundongos resistentes mantiveram os mais altos IEs. E camundongos susceptiveis também
aumentaram IE em relagdo ao primeiro més, mas ainda continuaram menores do que os
resistentes. Os IEs de Calomys callosus, nessa fase, foram maiores do que os animais
susceptiveis (exceto no inéculo de 0,6 x 10® células fingicas), porém, também menores do
que os resistentes. Cano et al. (1998) mostraram que até a quarta semana, a Ig total especifica
foi menor em camundongos A/Sn. Porém, com oito semanas e apos bloqueio de IFN-y houve
aumento da Ig total nos dois grupos de animais (resistentes ¢ susceptiveis), mas muito maior
nos animais resistentes. Em nosso estudo, provavelmente, a maior concentragéo de leveduras
inoculadas poderia estar favorecendo uma inibigdo da produglo de IFN-y, aumentando,
concomitantemente, a producdo de anticorpos. O estimulo nitrogénico exacerbado na
paracoccidioidomicose pode levar a uma maior produgio de 6xido nitrico e esta produgdo se
tornar nociva as células do sistema imune, diminuindo a produgéo de IFN-y (BOCCA et al.,
1998).

Na forma disseminada da PCM humana, altos niveis de anticorpos especificos e
depressdo da imunidade celular estdo associados com caracteristicas histopatologicas,
mostrando perda da inflamagdo granulomatosa organizada, contendo grande nimero de
células fingicas no tecido (MONTENEGRO & FRANCO, 1994). Casos graves de
paracoccidioidomicose humana mostram ativagdio policlonal de linfécitos B, com grande
numero de plasmdcitos secretando anticorpos irrelevantes (CHEQUER-BOU-HABIBI et al.,

1989). O numero de leveduras infectando os animais infectados com 0,6 x 107 e 0.6 x 10®
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células poderia estar mimetizando casos de paracoccidioidomicose grave, com alta produgio
de anticorpos.

Quanto ao indice de avidez (IA) determinado nos trés grupos de animais e nos
diferentes inoculos, observou-se que com quatro semanas de infec¢do os indices de avidez
foram de médio a alto nos camundongos A/Sn ¢ nos C. callosus ¢ de baixo a médio nos
camundongos B10.A. Na fase avang¢ada de infec¢do os IA tiveram valores maiores em todos
0s animais, sendo, portanto maiores do que os IAs na fase precoce de infec¢do (quatro
semanas).

O unico estudo relacionado a avidez anticorpica frente a infeccdo com P. brasiliensis foi
o de Neves et al. (2003), o qual mostrou que soros de pacientes com paracoccidioidomicose
apresentando imunodifusdo positiva, quando testados para determinar a avidez por ELISA,
apresentaram IA muito maior do que os soros negativos para esse teste.

O resultado observado nesses animais ¢ semelhante ao descrito na literatura
(BACHMANN et al., 1997), em que anticorpos de baixa afinidade predominam durante a fase
aguda da infecgfo e anticorpos de alta afinidade sdo produzidos mais tardiamente na infecgéo.

Foi também mostrado que houve um aumento na avidez dos anticorpos na fase cronica
da doenga, mas em alguns casos a diferenga da avidez entre fase aguda e cronica foi pequena.
Embora estes achados estejam dentro do esperado, vale salientar que as pequenas diferengas
entre os IA da fase aguda para cronica devem ser cuidadosamente avaliadas. Neste sentido, ha
que considerar limita¢des técnicas ou decorrentes da propria complexidade da resposta imune
na paracoccidioidomicose nestes animais. Mais investigagdes devem ser conduzidas neste
sentido, haja vista o limitado nimero de trabalhos relacionados a avidez de IgG nesta doenga.

Os resultados parciais observados até aqui mostraram uma semelhanga no padrdo de
resposta desses anticorpos pelo soro de Calomys callosus e de camundongos B10.A
classicamente identificado com susceptibilidade & infecgdo, demonstrando a potencialidade do

emprego do C. callosus no estabelecimento de um modelo experimental para

paracoccidioidomicose.
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