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Resposta imune humoral na paracoccidioidomicose

experimental em camundongos ddY

Humoral immune response in experimental ddY mice

paracoccidioidomycosis

Berenice Tomoko Tatibana'; Ayako Sano?; Jun Uno?; Yuzuru Mikami?;
Makoto Miyaji; Kazuko Nishimura?; Eiko Nakagawa Itano**

Resumo

A paracoccidioidomicose (PCM) ¢ uma micose sistémica, restrita a América Latina, com maior incidéncia no
Brasil. O camundongo ddY tem sido empregado como modelo murino de PCM e, no entanto, ndo ha informagdes
a respeito da resposta imune desse animal frente a infecg@o. O presente estudo tem como objetivo avaliar a
resposta imune humoral especifica para o principal antigeno, gp43, do fungo Paracoccidioides brasiliensis,
em camundongos ddY infectados com a cepa virulenta Pb 18. Foram realizadas analises da antigenemia e
histopatologico em varios 6rgdos e em diferentes tempos pos-infecgao. Os resultados obtidos demonstraram
aumento nos niveis de [gG anti-gp43 nos dias 14, 17,21, 24, 28 e 56 pds-infecgdo e aumento no nivel de gp43
soluvel aos 28 dias pos-infecgdo. As células fungicas foram detectadas em todos os 6rgdos analisados
(cérebro, coracdo, pulmao, figado, bago e rim) e em todos os periodos. As lesdes granulomatosas tornaram-
se predominantes 14 dias po6s-infec¢@o. Os resultados evidenciaram que o camundongo ddY produz resposta
imune humoral frente ao principal antigeno de P. brasiliensis, apresentando-se elevado até 56 dias pos-
infecgdo. A redugio do nivel de gp43 soluvel na fase cronica, supostamente devido ao inicio do controle da
infecgdo, requer estudos complementares adicionais.

Palavras-chave: Paracoccidioides brasiliensis, paracoccidioidomicose experimental, DDY, resposta imune

Abstract

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic mycosis, restrict to Latin America, with higher incidence in
Brazil. ddY mice have been used as experimental PCM model, although there is no data regarding immune
response. The aim of the present study was evaluated specific humoral response against the main specific
antigen of the fungal Paracoccidioides brasiliensis, the gp43, in ddY mice infected with virulent Pb 18.
Antigenemia analysis and histophatological exam in several organs were performed in different time post-
infection The results showed increased levels of anti-gp43 IgG on days 14, 17,21, 24, 28 and 56 post-infection
and increased levels of soluble gp-43 on day 28 post-infection. The fungal cells were detected in all organs
analyzed (brain, heart, lung, liver, spleen and kidney) in all investigated periods. The granulomatous lesions
became predominant 14 days after infection. The results evidence that ddY mice produce humoral immune
response to main P, brasiliensis antigen, with high levels until 56 days after infection. Further studies are
needed to show that reduction of soluble gp43 in chronic phase correlates with infection control.
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Introducio

A paracoccidioidomicose (PCM) ¢ uma doenga
granulomatosa cronica de ocorréncia endémica no
Brasil, cujo agente etioldgico € o fungo dimorfico
Paracoccidioides brasiliensis. A epidemiologia da
infecgdo ¢ intimamente relacionada com individuos que
exercem atividades rurais, principalmente o cultivo de
café (SILVA-VERGARA; MARTINEZ, 1998).

E considerada como a oitava causa de mortalidade
por doenga predominantemente cronica ou repetitiva
entre as patologias infecciosas ou parasitarias, e a
mais elevada taxa de mortalidade entre as micoses
sistémicas no Brasil, ndo possuindo, entretanto,
intervencao terapéutica especifica, estes dados revestem
de importancia estudos que elucidem a relagao parasito-
hospedeiro (COUTINHO et al., 2002).

Sendo assim, a imunidade humoral vem sendo
estudada em seres humanos ¢ em animais de
laboratério por sua associacdo com o aumento da
disseminacdo da doenca e a gravidade das
manifestacdes clinicas (BIAGIONI et al., 1984;
CANO et al., 1995; VAZ et al., 1992).

Na PCM experimental, diversos modelos animais
tém sido empregados na tentativa de mimetizar a
PCM humana e, dentre estes, o mais empregado tem
sido o modelo murino (COELHO et al., 1982;
BRUMMER; CASTANEDA; RESTREPO, 1993).

Os camundongos podem ser classificados em
muito resistente (A/Sn), resistente (C3H/He),
intermediario (C3H/HeB, C57B1/10, CBA, BALB/
¢) e susceptivel (B10.A, B10D2/0Sn e B10D2/nSn)
quanto a sua suscetibilidade a infecgdo pelo P.
brasiliensis. Foi demonstrado que, independente da
rota de inoculagdo, a producdo de anticorpo total
especifico pelos camundongos suscetiveis ¢ mais
precoce ¢ com titulagdo mais alta quando comparados
com os de linhagem considerada resistente (CALICH
etal, 1985; VAZ et al., 1992; SINGER-VERMES et
al., 1993). Diante destes resultados acreditamos que
o modelo murino de PCM ¢ um instrumento capaz
de auxiliar na elucidacdo dos mecanismos
imunologicos envolvidos nesta micose sistémica.

O camundongo ddY, apesar de ser utilizado para
o estudo de diferentes aspectos da PCM (SANO;
MIYAJI; NISHIMURA, 1991; ITANO et al., 2002),
ndo possui até 0 momento, dados imunoldgicos mais
especificos . O presente estudo propde a analise da
resposta imune humoral com a utilizagdo de antigeno
especifico imunodominante de P, brasiliensis, a gp43,
em camundongos ddY.

Material e Métodos
Paracoccidioides brasiliensis

Para a infecc@o experimental foi utilizado o isolado
Pb 18 (=IFM41621), mantido em temperatura
ambiente em agar batata dextrosado (Difco, MO,
EUA) e subcultivado duas vezes ao ano.
Anteriormente a sua utilizacdo, o isolado foi semeado
em meio agar infuso cérebro-coracdo dextrosado
(BHI, Difco, EUA) e mantido a 35°C para obteng¢ao
da forma leveduriforme. Utilizou-se cultivo de cinco
dias. As células fingicas foram ressuspensas em
solu¢do salina estéril e ajustadas para concentragdo
de 5 x 10° células/mL.

Para obtencao do antigeno somatico utilizado na
cromatografia para purificacdo da gp43, o isolado
utilizado foi o Pb B-339 com subcultivo de cinco dias
em dgar saboraud (Micromed, Rio de Janeiro, Brasil).

Animais

Camundongos machos ddY, livres de patogenos
especificos (SPF), de seis semanas (Nihon SLC Co,
Ltda, Shizuoka, Japao) foram mantidos em ambiente
climatizado (25+1°C) e controlado (umidade 55+5%),
alimentados ad libidum.

Purificagao da gp43

O antigeno somatico foi obtido através da
suspensao de aproximadamente 10,30 g (peso seco)
de células do isolado Pb B-339 em 15 mL de solugédo
salina-fosfato tamponada (PBS) (pH 7,4) estéril,

Semina: Ciéncias Agrarias, Londrina, v. 28, n. 2, p. 287-294, abr./jun. 2007



Resposta imune humoral na paracoccidioidomicose experimental em camundongos ddY

seguido de ruptura manual por maceragdo com
utilizagao de nitrogénio liquido. O produto obtido foi
centrifugado a 300g por 20 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi coletado, fez-se a adigao de 0,5 mM
de fluoreto de fenilmetanosulfonil (PMSF; Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA). A cromatografia
de afinidade em Affigel-10 (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, EUA) utilizou anticorpo monoclonal
anti-gp43 como ligante especifico. A gp43 foi eluida
em 0,IM glicina-HCI, pH 2,8 e neutralizada em
seguida com tampao TRIS 2M, pH 9,0. As fracdes
(1,0 mL) coletadas
espectrofotometria a 280 nm. A partir de um pool
das fragdes com absorbancias mais altas, foi realizada
dialise em PBS 0,15M. Posteriormente foi
determinada a concentragdo protéica pelo reagente
de Folin (LOWRY etal., 1971).

foram submetidas a

Infecgdo experimental

Oito grupos, constituidos de 5 camundongos,
exceto o grupo de 56 dias e o controle normal nado
infectado, com 8 e 4 camundongos, respectivamente;
foram formados. Todos os grupos receberam 0,2 ml
de solugdo salina contendo 10° células de P.
brasiliensis na fase leveduriforme, por via
endovenosa no dia. Os animais dos grupos foram
sacrificados nos dias 7, 10, 14, 17, 21, 24, 28 ¢ 56
pos-infeccdo e amostras de sangue, pulmao, cérebro,
coragdo, figado, bago e rim foram coletados dos
grupos infectados conforme as normas adotadas pelo
Comité de Sanidade Animal da Faculdade de
Medicina, Universidade de Chiba, Japao. No grupo
controle, dois camundongos foram mantidos por 28
dias e outros dois por 56 dias, nas mesmas condigoes.

Obtencgdo de IgG de coelho anti-gp43

O preparado purificado de gp-43 foi injetado por
via subcutanea em coelhos. A primeira imuniza¢ao
foi feita com adjuvante completo de Freund (800 UL
de adjuvante com 800 pL de gp43). Para a segunda
e a terceira imunizacoes, realizados com intervalo

de duas semanas e com adjuvante incompleto de
Freund, foi utilizado o mesmo esquema de imunizagao.
O soro hiperimune obtido foi purificado em coluna de
Sefarose-G e a concentragdo protéica determinada pelo
reagente de Folin (LOWRY et al., 1971).

ELISA para determinagdo da antigenemia

Placas de 96 orificios foram adsorvidas com IgG
de coelho anti-gp43, na concentragdo de 12 pg/mL,
em tampao carbonato-bicarbonato (pH 9,6). Apos 1
hora de incubagdo a 37°C as placas foram deixadas
por uma noite a 4°C. Depois de quatro lavagens
realizadas em tampao de lavagem constituido por
PBS, 0,05% Tween 20, 0,05 % Ilecite desnatado
(Molicol] Nestlé, Brasil), as placas foram bloqueadas
por uma hora em tampao de bloqueio (PBS, 0,05%
Tween 20, 5% leite desnatado), a temperatura
ambiente. Em seguida foram adicionadas amostras
de plasma (100 pL/orificio, diluidas 1/10 em PBS,
0,05% leite desnatado) dos camundongos infectados
experimentalmente com P. brasiliensis e as placas
foram incubadas por uma hora a 37°C; em seguida
adicionou-se anticorpo monoclonal anti-gp43 (20 pg/
ml) por uma hora a 37°C. As placas foram novamente
lavadas e incubadas com anti-IgG de camundongo
conjugado a peroxidase (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO, EUA) na diluigao de 1:4000 em PBS,
por uma hora a 37°C. Ap6s adigdo de 100 UL/orificio
de solugdo reveladora constituida por 5 mg de
cromoégeno o-fenildiamino-dihidro-cloreto (OPD), 10
ml de tampao acido citrico fosfato (pH 4,5) e 10 mL
de H,0, areagao foi interrompida com 50pL/orificio
de 4N H,SO, seguida de leitura da densidade optica
a 492 nm (Multiskan EX reader, Labsystems,
Helsinki, Finlandia).

Elisa para determinagdo de anticorpo especifico

Placas de 96 orificios foram adsorvidas com gp43
purificada (25 pg/ml) diluida em tampao carbonato
bicarbonato, pH 9,6. Apds 1 hora de incubacdo a
37°C as placas foram deixadas por uma noite a 4°C.
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Seguindo-se protocolo descrito no item anterior, apos
bloqueio e lavagens, incubou-se o plasma diluido (1:100
em PBS, 0,05% leite desnatado) por uma hora. Apos
novas lavagens, incubou-se com a anti- IgG
camundongo conjugado a peroxidase (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, USA) diluida de 1:4000
em PBS, por uma hora a 37°C. A revelagdo,
interrupgdo da reagdo e leitura das placas seguiram
os procedimentos descritos anteriormente.

Exame histopatologico

Os orgaos removidos dos camundongos foram
imediatamente submetidos a fixacdo em solugédo de
formalina a 10% por um periodo minimo de 48 horas,
processados rotineiramente para a preparagdo em
cortes parafinados e corados por PAS (acido perioddico
de Schiff) e analisados por microscopia optica.

Anadlise estatistica

As comparacdes estatisticas foram feitas por
meio de analise de variancia (ANOVA) e Teste de
Tukey. Todos os valores sdo relatados em termos de
Média e Desvio Padrao da média, com valores
significativos quando p<0.05.

Resultados
ELISA para determinagdo da antigenemia

Os niveis da gp-43 soluvel (Figura 1), expressos
em valores de DO pelo ELISA, tiveram um
significativo aumento no plasma analisado no 28° dia
pos-infecc¢ao (0,176 = 0,090 em relagao a 0,081 +
0,001 do grupo controle, p<0.05); ndo sendo
estatisticamente significativo nos dias 7, 10, 14, 17,
21 e 56 pos-infecgao (0,097 +0,003; 0,096 + 0,010;
0,088 +0,006; 0,084 +0,004; 0,093+0,019¢ 0,101 +
0,021, respectivamente; em relagao a 0.081 = 0.001
do grupo controle, p<0.05).
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Figura 1. Concentracao de gp-43 soluvel, expressos em
DO a492 nm, obtidos por ELISA, em camundongos ddY
com 7, 10, 14, 17, 21, 24, 28 e 56 dias pds-infeccao por
Pacoccidioides brasiliensis. (Contr=grupo controle). As
barras horizontais mostram médiat+desvio padrao. (*valor
estatisticamente significativo, p<0.05).

Elisa para determinagdo de anticorpo especifico

Para os resultados expressos em DO para o titulo
de IgG anti-gp43 (Figura 2) observam-se um
acréscimo nos dias 14, 17, 21, 24, 28 e 56 pos-
infeccdo (0,465 +0,021; 0,477+ 0,039; 0,492+ 0,044;
0,515 + 0,071; 0,586 + 0,023; 0,640 = 0,085;
respectivamente) em relagdo ao grupo controle
(0,351 £ 0.017), p<0.05. Nos dias 7 e 10 (0,386 +
0,012 ¢0,382+0,015) ndo houve diferenga estatistica
significativa em relagdo ao grupo controle (0,351 +
0.017), p<0.05.

0,800 1
0,700
0,600 ® * *

0,500
10d 14d 17

0,400
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0,200
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Figura 2. Resultados de IgG anti-gp43, expressos em DO
a492 nm, obtidos por ELISA, em plasma de camundongo
ddY, em 7, 10, 14, 21, 24, 28 ¢ 56 dias pds-infecgdo por
Pacoccidioides brasiliensis. As barras horizontais
representam a médiatdesvio padrdo. (*valores
estatisticamente significativos, p<0.05). (Contr.=grupo
controle).
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Exame histopatologico

Foram detectadas células fingicas em todos os
orgdos avaliados. As lesdes granulomatosas no
pulmao foram predominantes no 17° dia pds-infec¢ao
e, no 56° dia pds-infecgdo, notou-se a presenca de
lesdes granulomatosas com perda da camada
mononuclear periférica. Nos periodos iniciais da
infecgdo, outros 6rgaos como o figado, rim e bago
mostraram poucos sinais de infec¢@o, tornando
detectavel apds 7 dias e predominante ao 17° dia.

-

Discussao

Para a compreensdo dos mecanismos imunes
ativados durante a infec¢do por P. brasiliensis, é
importante estabelecer um modelo murino susceptivel
€ que seja o mais proximo possivel da PCM humana.
Isso torna a avaliagdo do modelo de PCM em
camundongos ddY um desafio importante.

Na PCM, a produgao de anticorpos especificos
ndo ¢ protetora. De fato, ela representa um
comportamento que leva a um mau prognoéstico da
doenca. O aumento no nivel de anticorpo anti-gp43,
tem sido demonstrado tanto em seres humanos quanto
na PCM experimental, utilizando camundongos

Figura 3. Cortes de cérebro demonstrando células fingicas em lesdes granulomatosas em 7 dias (a), 14 dias (b), 21 dias
(c) e 56 dias (d) pos-infecgdo pelo fungo Pacoccidioides brasiliensis (coloragao por PAS).

Neste mesmo periodo, as lesdes no rim tornaram-se
granulomatosas com ou sem a presen¢a de células
fingicas. As lesdes no cérebro, coragdo e pulmao
foram numerosas no 56° dia, havendo invasao direta
do parénquima pelo P. brasiliensis, corado
fortemente pelo PAS, nas lesdes do coracdo e
cérebro (Figura 3). De forma geral, as lesdes
granulomatosas foram predominantes entre o 14°, 24°
e 28° dia apos-infeccao, havendo um aglomerado de
lesdes granulomatosas com camada continua de
células mononucleares e granulomas compactos.

- ¥ )= 2 ot

susceptiveis como o B.10A e o swiss (MENDES-
GIANNINI et al., 1990; VAZ et al., 1992; MIURA,
2001; RAMOS et al., 2005). Concordante com a
literatura, também foram encontrados niveis elevados
de anticorpos anti-gp43 pds-infec¢do por P.
brasiliensis no camundongo ddY utilizado no
presente estudo.

Na fase inicial da fungemia, considerando a via
de inoculagdo endovenosa, ndo houve aumento
estatistico significativo da gp43 soluvel. Isto pode
estar relacionado a capacidade da gp43 soluvel de
ligar-se a receptores de tecidos e células do
hospedeiro (VICENTINI et al., 1995). Outra
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possibilidade pode ser a eliminagao pela urina, ja
detectada em humanos e em camundongos
(SALINA et al., 1998; RAMOS et al., 2005).

A deteccdo de altos niveis da gp-43 soluvel apos
28 dias de infecgdo é um dado relevante detectado
no presente estudo, ja que pode apontar uma atividade
maior do fungo in vivo ou, inversamente, uma maior
neutralizagdo pelo sistema imune do hospedeiro nesse
periodo avaliado. Estudos complementares sdo
requeridos para elucidagdo destas hipoteses.

A diminuicdo da concentragdo de gp43 soluvel
no 56° dia pos-infeccdo pode representar também
um processo de neutralizacao pelos anticorpos do
hospedeiro. Os dados de literatura com camundongos
swiss e BALB/c, avaliados no mesmo periodo de 56
dias, apontam diferentemente, para um aumento na
concentracao de gp43 soltivel (RAMOS etal., 2005;
PAVANELLI, 2006). Esta diferenga poderia ser
devido a maior resisténcia do camundongo ddY, uma
vez que tanto a cepa quanto a quantidade de inoculos
utilizados foram iguais.

Modelos murinos susceptiveis produzem lesdes
disseminadas em diferentes o6rgaos e tecidos enquanto
os resistentes produzem lesdes benignas com pequeno
nimero de granulomas circunscritos (CALICH et al.,
1985; SINGER-VERMES et al., 1995). No presente
trabalho, observou-se a disseminag@o da infec¢do nos
6rgdos estudados e a formacdo de numerosos
granulomas. Especificamente, no pulmao, 56 dias p6s-
infeccdo, notou-se a presenca de lesoes granulomatosas
com perda da camada mononuclear periférica o que
poderia levar a disseminagdo do fungo. Todavia, a
diminuigdo da gp43 soluvel ndo ¢ compativel com a
formacgao deste tipo de granuloma, o que sugere a
necessidade de estudos adicionais com maior tempo de
duracdo da infecc¢do, utilizando também outros
parametros de disseminacdo ou controle da doenca.

Conclusoes

O camundongo ddY utilizado no estudo produziu
resposta imune humoral antigeno especifico em

relacdo a gp43 de P. brasiliensis. Estudos adicionais
sdo requeridos para verificar se a reducdo no nivel
da gp43 soluvel na fase cronica correlaciona-se ao
inicio do controle da infecgao.
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