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IMUNOGLOBULINAS E C, NO GRANULOMA PARACOCCIDIGIDICO

Ldlian M. V. BIAGIONT (1}, Sonia ORSI (1), Luiz G. CHAMMA (1), Terue SADATSUNE (2}
& Marcello FRANCO (1)

RESUMO

Utilizou-se o modelo experimental de paracoccidioidomicose, em camundongos,
induzida pela inoculagdo endovenosa de suspensdo de formas cerebriformes do
P. brasiliensis (cepa Bt2; 1x1(¢ formas vidveis/animal), para avaliar, ap6s 2, 4,
8, 16 e 20 semanas: 1. A presenca de imunoglobulinas e C, nos granulomas pulmo-
nares, por imunofluorescéncia direta; 2. A resposta imune humoral (imunodifu-
sio) e celular (teste do coxim plantar), e 3. A histopatologia das lesSes. Os ca-
‘mundongos apresentaram resposta imunocelular positiva desde a 2a. semana, com
depressiio transitdria na 16a. semana, e anticorpos desde a 4a. semana, com pico
na 16a. semana. Os granulomas pulmonares foram epiteliéides, com numerosos
fungos e microabscessos; a extensio das lesGes foi progressiva até a 16a. semana,
com regressio discreta na 20a. semana. Desde a 2a. semana, houve deposicio de
IgG e C, na parede dos fungos no interior dos granulomas e a presenga de células
TgG positivas no halo linfomononuclear periférico; estes achados foram msximos
entre a 4a. e 16a. semanas. N0 se detectou depésito de IgG e C, no intersticio dos
granulomas. IgG e C; parecem exercer papel precoce ¢ importante na defesa do
hospedeiro contra o P. brasiliensis, contribuindo possivelmente para a destruiciao
dos fungos e bloqueando a difusdo de antigenos para fora dos granulomas.
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INTRODUCAO

A paracoccidioiGomicose (Pbmicose) é mi- interagem e depositam localmente os antigenos,
cose profunda causada pelo Paracoecidioides cooperando assim com a resolugio do processo.
brasiliensis (P. brasiliensis), caracterizada his- N
tologicamente por reacfio inflamatéria crénica Outros trabalhos recentes tém também res-
granulomatosa. O granuloma paracoccidigidico saltado o papel dos anticorpos e complemento
€ de padr§6 tuberculdide, formado por células na patogenia dos granulomas, inflamacic que
epiteliédes, células gigantes multinucleadas, tern sido frequentemente associada 4 imunida-
macréfagos, linfécitos, plasmdeltos, eosindfilos de celular. Assim, RIDLEY e col. 1§, estudando
e nimero variivel de fungos; pode haver supu- o granuloma induzido por complexos imunes
ragio ou necrose central 2.5, ‘ BCG-Anti-BCG em ratos, concluiram que as imu-
noglobulinas desempenham papel na patogéne-

a presenca de imunoglobulinas e de C, no gra- se da tuberculose, sendo que a razio entre an-
nuloma da esquistossomose hepdtica experimen. tigenos e anticorpos nas lesbes € fundamental
tal do camundongo: os autores postularam que No balango entre necrose tecidual e cicatriza-
os anticorpos, difundindo-se pelo granuloma, cdo.

Recentemente, BRITO e c¢ol.4 descreveram
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Utilizando modelos de infecgfo experimen-
tal pelo P. brasiliensis e camundongos, temos

estudado a patogenia do granuloma paracocei.

dididico, a fim de melhor compreender o papel
da resposta imune celular e humoral no desen-
volvitnento e cura da infeccfo. O modelo mu-
rino de infecgdo .experimental por via endove-
nosa se caracteriza por infeccfo sistémica pro-
gressiva, com forma¢fio de granulomas epite-
Jligides, moderada resposta imune humoral e de-
pressio transitéria da resposta imuhe celular?2
especifica anti-P.brasiliensis,

No presente trabalho, empregamos este mo-
delo a fim de avaliar — presenga de imunoglo-
bulinas e C, nos granulomas pulmonares em
diferentes fases de infeccio, correlacionando-a
com as alteragdes histolégicas e a resposta imu-
ne.

MATERTAL E METODOS

Animais e grupos experimentais — Foram uti-
lizados 5 grupos de 6 camundongos suicos,
brancos, n&o isogénicos, do sexo masculino,
com 23 dias de idade. Os animais de cada
-grupo foram sacrificados apds 24, 8, 16 e 20
semanas de inoculacio com P. brasiliensis. Pa-
-ra cada grupo de animais infectados, houve 2
ahimais controles que foram injetados com ¢
diluente do indeculo.

Inécule — Os animais receberam, por via
endovenosa, dose tnica de 0,25 ml de suspen.
sfio, em solucio salina estéril, de formas cere-
briformes da cepa Bi2 do P. brasiliensis, culti-
vadas por 7 dias em meio de FAVA NETO I°,
Esta amosira foi receniemente isolada de ex-
sudato de lesdo ganglionar de paciente interna-
do no Hospital das Clinicas de Botucatu. A sus-
pensio foi ajustada para 1x105 fungos vidveis/
animal. A viabilidade dos fungos foi avaliada
- por imunofluorescéncia direta, segundo méto-
do de CALICH e cols.

AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNOLOGICA

Antigeno — Utilizou-se antigeno soltivel ob-

tido por ulira-sonicagfio de formas cerebrifor-
mes do P. brasiliensis, conforme descrito pre.
viamente 216,

* Teste cutineo de leitura tardia — A res-
posta imune celular antiP. brasiliensis foi
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avaliada “in vivo”, 24 horas antes do sacrificio,
pelo teste do coxim plantar (TCP)3. Foram in-
Jjetados 0,05 ml do antigeno e 0,05 ml de solu-
cBo salina estéril, respectivamente no coxim.
plantar posterior direito (pata teste) e esquer-
do (pata controle). Os volumes das patas fo-
ram medidos 24 horas apds, por pletismogra--
fia. Os indices de resposta foram expressos.
como a diferenca enfre as patas teste e con-.
trole.

Anticorpos antiP, brasilfensis — A presencga.
e a titulacio de anticorpos anti-P. brasilien-..
sis, nos soros colhidos quando do sacrificio, fo-
ram determinados por imunodifusio dupla em.
gel de &gar, segundo técnica de PERACOLI e
col. 16,

Deteccio de IgG e C, no granuloma — Uii-
lizamos reagio de imunofluorescéncia direta
em tecido. Para tfal, fragmentos de pulmdo, ob-
tidos quando do sacrificio, foram congelados
em nitrogénio liquido e seccionados em crios-
tato em 4p. Os cortes foram lavados em so-
lucdo salina tamponada com fosfato de sédio
dibdsico e monobssico pH 7,2 (SST), em 3 ba-
nhos de 5 min; em seguida, os cortes foram in-
cubados com conjugados fluoresceinados anti.
IgG, IgM e IgA (Melory Lab — Inc, Spring-
field — USA) e anti-C, (Cappel Lab., Concravil-
le, USA) de camundongo, em cimara timida,
por 30 min a 37°C. Apéds as laminas foram lava-
das em SST montadas em glicerina tampona- -
da alcalina com carbonato e bicarbonato de s4.
dio e lidas em microsedpio de fluorescéncia com
epi-iluminagéo, Zeiss. Como controle utiliza-
mos cories nos quais se omitiu o uso dos con-
jugados.

Estudo anitomo-patoligico — Quando do sa-
crificio, fragmentos de pulmfo foram cole-
tados e fixados em solugio de formalina a
10%. O material foi preparado pelas técnicas
habituais de incluséo, corte e coloragio (Hema--
toxilina-Eosina e Gomori-Grocoit para fungos)..

As liminas de pulmfio foram analisadas.
guanto zo0s seguintes aspectos da resposta in-
flamatdria: extensdo das lesBes; padriio do gra-
nuloma e nidmero de fungos.

Estatistica — O método estatistico utiliza-
do nas avaliagbes foi o teste ndo paramétrico
de Kruskal-Wallis 11,
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RESULTADOS individuais do TCP dos animais infectados e
controles estdo relacionados na Tabela 1.

Tesie cutineo de leitura tardia — Os indices

. TARBELATI
fndices do teste do coxim plantar dos camundengos infectados (I} e controles (C), sacrificados apds 2, 4, 8, 16 e 20

semanas
Sacrificio Indices Média = Desvio Padriio Mediana
(semanas)
2a. I 04 0,8 10 16 1,7 1,8 1,2 = 0,6 1,30
c 04 04 0,4
4a. I 07 1,3 14 1,5 1,8 NR* 1,0 = 0,6 1,40
c 0,3 NR
ga. 1 07 09 0,9 1,3 1,4 1,5 1,1 = 0,3 1,10
C 0.3 0.6 LY
16a. I 03 05 05 06 08 1,1 06 + 03 0,55
C 04 04 ‘ 0,4
20a. I 1313 15 15 1,5 16 14 = 0,1 1,50
c 0,2 0,3 0,3
* NR = N#o realizado or imprevisto técnico.

Os animais controles apresentaram indices
que variaram de 0,2 a 0,6 com média de 0,36 =+
0,11. O valor da média foi semelhante ao da
mediana (0,4) e ao da moda (0,4). A variabili.
dade dos dados foi pequena e a distribuicio
simétrica, tendo-se entdo adotado o valor 0,57,
correspondente ao percentil 90, como o Iimi-
te superior de normalidade.

Com excec¢io de 4 animais (1 na 2.2 sema-
na € 3 na l6a. semana), os demais camundon-
. gos, infectados apresentaram positividade do

TCP (% + = 863%).

Como o teste preliminar de homogeneida-
dade de varidncia entre os indices dos animais
dos grupos infectados demonstrou heterogenei-
dade (X2 - 11; p == 0,05, utilizou-se o teste
ndo paraméirico de Kruskal-‘Wallis!! para a
comparacio entre os resultados. Os indices
.dos animais infectados, em todos os grupos,
foram significantemente maiores do que os dos
animais controles (H = 24,356; p < 0,001). Na
16a. semana, os indices dos animais infectados
tenderam a apresentar queda (significAncia pa-
ra e = 0,10). Nas demais semanas, os indices
dos camundongos infectados n@o diferiram en-
tre si.

Anticorpos — anti-P. brasiliensis — A Tabela
2 demonstra os titulos de anticorpos anti-F. bra-
siliensis. Os camundongos controles nio apre-
sentaram anticorpogénese. Nos animais infec-
tados, foram detectados anticorpos especificos

desde a 4a. semana de infecgBo com pico na
16a semana,

TABELA II
Titulos de anticorpos anti-P. brasiliensis medidos por imu-
nodifusio, nos soros dcos camundongos infectados (I) e
controles (C), sacrificados apds 2, 4, 8, 16 e 20 semanas

Sacrificio Indices Mediana
{semanas}
2p. I Neg Neg Neg Neg Neg Neg Neg
[#] Neg Neg
4a, I Neg Neg 2 2 4 2
C  Neg HNeg
Ba. 1 Neg 2 2 8 5 16 ]
&  Neg Neg
16a. I 2 4 8§ 8 32 32 16
C Neg Neg
20a. 1 Neg Neg 2 2 2 2 a
c Neg Neg

Detecgiio de Igs e G, através de imunofluores.
céncia direta nos pulmoes -— A presenca ou
auséncia de IgG, IgM, IgA e C, nos granu-
lomas pulmonares, bem como a intensidade
da deposigio, expressa como a mediana dos
achados de 6 animais, estdo apresentadas ne
Tabela 3. Os depdsitos envolvendo os fun-
gos foram de IgG e C, e caracterizam-
se por coloragio linear mais ou menos di-
fusa da parede celular., Dois aspectos foram
observados: coloragio homogénea de toda a
parede e coloragdo isolada da parte intemna
e/ou externa da parede (Fig. 1). Os depdsitos
na parede dos fungos de IgG C; foram dis-
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cretos na 2a. semana de infecgdio, tendose in-
tensificado e assim se mantido até a 16a. sema-
na; na 1iltima semana de sacrificio (20°), hou-
ve diminuigio da intensidade de coloracdo. O

nimero de células IgG positivas nos granu-
lomas apresentou a mesma variacfio da fixa-
¢ao de IgG e C; na parede dos fungos.

TABELA III
Bemiquantificacio em escala de 0 a 4} da presenca de IgQ, Iga, IgM e C,, por imunofluorescéncia direta, nos gra-

nulomas pulmonares.

Os valores representam s mediana de § anitnais/semana

Sacrificio Parede de Fungos Células nos granulomas positivas para:
{semzanas) IeG IgA IeM C, IgG TgA IgM
2 14 Neg Neg 1+ 1+ Neg Neg
4. 3+ Neg Neg 3H+ 1+ Neg
B2 - Neg Neg 4t 4t Neg Neg
168 3 Neg Neg 44 . 4-|- Neg Neg
20 24 Neg Neg 3+ + Neg Neg

Fig. 1 — Imunofluorescéncia direta — granuloma pulmonar
— 8a. semana de infecgdo: depésito de C, nos fungos, co-
rando total ou parcialmente a parede; depdsitos de IgG
mostraram padrdao semelhante (400 X).

N#o foram observados depdsitos intersti-
ciais de imunoglcbulinas e de C,, quer sob for-
ma de linhas ou de grumos. Os cortes usados
como controle nos quais se omitiu o uso dos
conjugados ndo apresentaram coloragso.

Histopatologia — Os achados foram homo-
géneos em cada semana. Desde a 2a. semana,
observou-se a formacao de granulomas epite-
lidides bem definidos, compactos, com mime-
ro moderado de fungos em multiplicagio e mi-
croabscessos. A partir da 4a. semana, os gra.
nulomas passaram a apresentar halo linfo-mo-
nonuclear evidente. Na 8a. semana, o proces-
50 foi mais intenso com Intendéncia & confluén-
cia das lesGes (Fig. 2). Na 16a. semana, a in-
tensidade da inflamacio foi médxima, notando-
se tendéncia dos granulomas de se localizar em
torno da trama vaso-brénquica, em manguito..
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Este aspecto persistiu na 20a. semana, sendo
porém as lesdes men ©0s intensas e com halo
linfo-mononuclear menos exuberante. A partir
da 16a. semana, os granulomas eram consti-
tuidos predominantemente por células epiteli-
des, com grande mimero de fungos em multi-
plicagio. Quanto aos plasmdceitos, observou-se
na 2a. semana de infeccio niimero muito pe-
queno de plasmdeitos nos granulomas, no en-
tanto observam-se virios plasmdéeitos geral-
mente isolados nas paredes alveolares. Na 4a.
semana, em alguns dos animais, nota-se um nii-
mero maijor de plasmdceitos que, ao lado de lin-
fécitos se dispGem em um halo ao redor dos
granulomas., Em um dos animais no entanto,
observa-se grande niimero de plasméeitos nio
56 ao redor dos granulomas como também nos

‘tecidos frouxos que envolvern os brénquios.

Nos animais do 8a. semana o mimero de plas-
mdcitos € semelhante ao observado nos ani-
mais da 4a. semana, Nos animais da 16a. e 20a,
semanas, praticamente nio se observam halos-

linfoplasmocitdrios ao redor dos pranulomas,
DISCUSSAO

A infecgdo experimental por via endoveno-
sa de camundongos, com amosira de P. brasi-.
liensis isolada recentemente de paciente da.
drea endémica de Botucatu, induziu doenga.

. pulmonar evolutiva, granulomatosa, de inten-

sidade mdxima na 16a. semana. No geral, o pa-
drdo do granuloma obedeceu ao observado em
experimentos prévios 221, sendo constituido por
células epitelidides e numerosos fungos, com
microabscessos e halolinfomononuclear. Co-
mo também relatado anteriormente, os camun-
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Fig. 2 — Pulmio — 8a. semana de infecgao: granuloma epi-
teliéide com numerosos fungos no interior e halo de cé-
lulas linfo-mononnucleares. H4 raros plasmocitos. (HE;
1320 X).

dongos desenvolveram resposta imune celular
e humoral anti-P. brasiliensis desde a fase pre-
coce da infecgio 2. Deve ser ressaltado que a
anticorpogénese maxima foi detectada na 16a.
semana, guande heuve diminuicio dos indices
de resposta imune celular. Esta alternincia
entre resposta humoral e celular tem sido des-
crita na paracoceidioidomicose humana 3.4 ¢ ex-
perimental 16, bem como em outras micoses
profundas ¥, Como uma das explicactes para
este fendmeno, tem-se demonstrado s agio ini-
bidora de anticorpos e/ou complexos imunes
anti-P. brasiliensis sobre a expressio da res-
.posta imune-celular 1.8,

Vérios artigos ‘da literatura parecem indi-
car gue a morfogénese do granuloma paracoc-
cidididico estd basicamente ligada & imunidade
celular. Assim, enire outros indicios podemos
citar: o aspecio de granulomas frouxos, com
grande mimero de fungos, em pacientes ou em
modelos experimentais com formas graves e
disseminadas da doenca e intensa imunode-
pressio celular ¥35; a incapacidade de camun-
dongos atimicos de formar inflamacio granu-
lomatosa eficiente na destruicio do parasita 19;
a eficdcia do uso experimental de estimulantes
da resposta imunra celular (levamisole; fator
de transferéncia) na manutencio de granulo-
mas efetivos no bloqueio da multiplicagio do
fungo e da disseminacéo da doenga 1617,

No presente trabatho, investigamos o papel
da imunidade humoral na patogenia do granu-
loma pulmonar anti-P.brasiliensis em camun-
dongos, Documentou-se, por imunofiuorescén-

cia direta, a presena de I1gG e de C, na parede
dos fungos nos granulomas, de\sde as fases ini.
ciais da infeccio. A presenga de C, pode ter
ocorrido pela capacidade do fungo de ativar o
sistema complementos por via alternadas ou
mais provavel que seja decorrente de sua ati-
vacdo por via cldssica pela reagio antigeno-an.
ticorpo na parede do fungo, ja que IgG foi de
tectada na mesma localizacio. Houve correla-
¢io entre a presenca de IgG e de plasmdcitos
nas lesdes. ‘

A fixacio precoce de anticorpos nos fun-
gos no interior dos granulomas pode exercer
papel no blogueio de difusio intersticial de an-
tigenos. Como tem sido demonsirada na pa-
racoccidicidomicose a ocorréncia de lesdo in-
tersticial relacionada apenas com 2 presenca de
antigenos do P. brasiliensis 12, pode ser sugeri-
do que os anticorpos, bloqueando a difuséo an-
tigénica, exercem acio protetora, diminuindo o
dano tecidual causado pela doenca, A fixacdo
precoce do complemento nos fungos teria tam-
bém papel protetor importante, ji que hd evi-
déncias de que o complemento pode eliminar
0 parasita, quer através de efeito opsonisante’
ou litico 15. Ao contririo do granulomsa esquis-
tossomdtico, ndo se detectaram depdsitos inters-
ticiaiz de imunoglobulinas e de C, no seio do
granuloma paracoccidididico, fato que reforga
a hip6tese de blogueio dos antigenos ao nivel
dos fungos.

No conjunto, podemos sugerir o seguinte -
papel para os anticorpos e o sistema comple-
mento na modulaciio do granuloma anti-P. brasi-
Iliensis: os fungos instalam-se nos tecidos, cau-
sando lesdio inicial, com consequente afluxo de
leucdeitos, especialmente neuiréfilos e macréfa-
gos; os macrofagos sfo ativados e liberam um
fator quimiotdtico para neutréfilos 7, que apor-
tam em maior mimero, aumentando as defesas
locais; se estas ndo foram suficientes, 0s para-
sitas multiplicam-se e os macréfagos organi-
zam-se em granulomas; o estabelecimento da
resposta imune celular anti-P. brasiliensis coo-

_ pera com a organizacio e a atividade fungici-

da do granuloma; os anticorpos especificos fi
xam-se nos fungos, bloqueando a difusdo anti-
génica; a reacdao antigeno-anticorpo a este ni-
vel ativa o sistema complemento, facilitando a
destruiciio dos parasitas por fagocitose ou por
lise, e a liberaco de fatores liticos por células
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do granuloma, aumentando a presenca local de
defesas (proteases, radicais livres de oxigénio)?.

Os fungos sdo estruturas menores do que
0s ovos de S. mansoni, sendo que sua destrui-
¢Bo e lise completa deve ocorrer mais rapida-
mente, possibilitando um clareamento dos gra-
nulomas sem a formacdo de tecido de granu-
lagdo e fibrose envolvente. Foi nesta drea fi-
brosa periférica, que BRITO € col. 4 detectaram
a maijor deposicdo de imunoglobulinas no gra-
nuloma esquistossomdético, achado ndo obser-
vado no presente modelo.

Estudo complementar sobre a presenca de
antigenos do fungo no granuloma paracoccididi-
dico estd no momento sendo desenvolvido em
-nosso laboratdrio.

SUMMARY

Immunoglobulins and C; in the P. brasiliensis
granuloma

The experimental model of paracoccidioi-
domycosis induced in mice by the intravenous
injection of yeast-forms of P. brasiliensis (Bt2
strain; 1 x 10¢ viable fungi/animal) was used
to evaluate sequentially 2, 4, 8, 16 and 20 weeks
after inoculation: 1. The presence of immuno-

~globulins and C, in the pulmonary granuloma-
ta, by direct immunofluorescence; 2. The hu-
moral (immunodiffusion test) and the cellular
(footpad sweeling test) immune response; 3.
The histopathology of lesions. The cell-imm-
ne response was positive since week 2, showing
a transitory depression at week 16. Specific
antibodies were first defected at week 4 and
peaked at week 16. At histology, epithelioid
granulomas with numerous fungi and polymor-
phonuclear agreggates were seen. The lungs
. showed progressive involvement up o week 16,
with little decrease at week 20. From week 2
on, there were deposits of YgG and C, around
fungal walls within the granulomas and IgG
stained cells among the mononuclear cell peri-
pheral halo. Inferstitital immunoglobulins and
C, deposits in the granulomas were not letected.
IgG and G, seen to play an early an important
role in the host defenses against P, brasiliensis
by possibly cooperating in the killing of para-
sites and blocking the antigenic diffusion.
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