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PARACOCCIDIOIDOM1COSE EXPERIMENTAL EM CAMUNDONGOS
BONS E MAUS PRODUTORES DE ANTICORPOS DA SELEÇÃO III. III-

EVOLUÇÁO DA DOENÇA E CORRELAÇÃO COM A RESPOSTA IMUINE-
HUMORAL E PADRÃO DE LESÕES TISSULARES NOS HÍBRIDOS Fl,

SEGREGANTES F2 E RETROCRUZAMENTOS

Mara Sílvia Carvalhaes

RESUMO

Camundongos bons (H/í) e maus (L/f) produtores de anticorpos da seleção III, bem como os
híbridos Fl , segregantes F2 e animais resultantes dos retrocruzamentos, foram infectados
intraperitonealmente com 10 formas L viáveis de Paracoccidioides brasiliensis da cepa 18. A
mortalidade cumulativa dos animais, acompanhados até os 150 dias de infecção, demonstrou que ;i
resistência á paracoccidioidomicose, neste modelo, está associada a um ou poucos genes autossòmicos
dominantes. A avaliação dos títulos de anticorpos e histopatológicos de cortes de pulmões, indicou que
ambos os caracteres estão sobre controle poligênico, e que não existe correlação entre a produção de
anticorpos e formação de granulomas, neste modelo esperimental.

UNITERMOS: Paracoccidioidomicose, Anticorpos, Controle Poligênico,
Granuloma, Imunogenética.

INTRODUÇÃO

O desenvolvimento de linhagens de camundongos bons e maus produtores
de anticorpos constitui um modelo para o estudo da importância de imunoglobulinas
específicas em várias infecções. A produção quantitativa de anticorpos está sob
controle poligênico e o número de genes envolvidos depende do antígeno utilizado
durante o processo de seleção dos animais (BIOZZ1 et ai, 1979). Os alelos separados
em cada linhagem durante o processo de seleção apresentam amplo efeito
inespecífico, podendo estar operantes na resposta quantitativa de anticorpos contra
antígenos não relacionados ao imunógeno selecionador (BLUM e CIOLI, 1978). Os
animais bons (H/f) e maus (L/f) produtores de anticorpos da seleção III foram
selecionados por cruzamentos bidirecionais para a resposta de anticorpos contra
antígenos de Salmonellae sp. (SIQUEIRA et ai, 1976). A principal diferença entre
camundongos H/f e L/fé a capacidade de produção de anticorpos.

Em trabalhos anteriores analisamos a infecção pelo P. brasiliensis em
animais H/f e L/f. Os camundongos bons produtores de anticorpos mostraram-se
resistentes à infecção, apresentando lesões pulmonares caracterizadas por infiltrados
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inflamatórios focais e/ou difusos, com pequena quantidade de fungos. Nos animais
L/f detectou-se intensa presença de granulomas pulmonares contendo numerosos
fungos e uma alta taxa de mortalidade. Estes camundongos apresentaram respostas
segregadas de anticorpos para o antígeno proteico do P. brasiliensis
(CARVALHAES, et ai. 1985; 1986).

A transferência passiva do líquido ascítico imune obtido de animais H/f
infectados, para animais L/f infectados, induziu redução do número de lesões e de
fungos no pulmão e fígado destes animais; entretanto, o líquido ascítico normal
também foi capaz de induzir tal efeito, embora com menor intensidade. Anticorpos
IgG purificados a partir do soro de animais H/f cronicamente infectados e
transferidos passivamente para animais L/f em fase inicial de infecção induziram
redução da quantidade de lesões e de fungos, de maneira consideravelmente menor
que aquela observada com a transferência de líquido ascítico imune (NUNES e
CARVALHAES, 1992).

Com o objetivo de esclarecer a relação entre anticorpos, desenvolvimento
de granulomas e mortalidade, avaliamos a infecção pelo P. brasiliensis nos híbridos
Fl, segregantes F2, retrocruzamentos e parentais H/f e L/f.

MATERIAL E MÉTODOS

Suspensões de P. brasiliensis

A cepa 18 de F. brasiliensis ICB.Pb.18, isolada de um caso humano de
paracoccidioidomicose no Brasil, foi mantida em meio Fava Netto sólido a 33-36°C,
sendo os repiques efetuados mensalmente. Suspensões homogéneas do fungo foram
preparadas em salina estéril, a partir de culturas de 7 dias, e a determinação do
número de leveduras foi feita em câmara de Neubauer. O teste de viabilidade foi
cfctuado utilizando-se brometo de etídio e diacetato de fluoresceina {CALICH et ai,
1978).

Animais e infecções

Híbridos F l foram obtidos por cruzamento entre camundongos H/f x L/f. Os
segregantes foram obtidos por cruzamentos entre animais F l, e os retrocruzamentos
por cru/amenU) dos Fl com o parental H/f (Be.H/f) ou com o parental L/f (Bc.L/f)-
< impôs de camundongos de todos os cruzamentos, com 6 semanas de idade, foram
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inoculados intraperiíonealmente com 10 formas L viáveis de P. brasiliensis da ccpn
18 em 0,5 ml de salina estéril. A mortalidade dos animais infectados fui
acompanhada até o 150° dia pós-infecção. Amostras de sangue para dosagem de
anticorpos e órgãos para avaliação histopatológica foram colhidos periodicamente.

Dosagem de anticorpos

Os anticorpos contra o fungo no soro dos animais H/f, L/f, Fl, F2, Be.H/f c
Be.L/f infectados foram titulados pelo métodos de ELISA utilizando-se a fração
proteica do P. brasiliensis como antígeno e anticorpo anti-IgG de camundongo
ligado à peroxidase como conjugado. A dominância da produção de anticorpos foi
estimada pela relação d/a, a=(x H/f- x L/0/2 e d=x Fl -(xH/f + x L/0/2.

Histopatologia

Fragmentos representativos dos fígados e pulmões dos animais sacrificados
foram colhidos, fixados em Bouin e processados pelos métodos habituais de inclusão
em parafina e coloração pela hematoxilina e eosina.

RESULTADOS

As percentagens de mortalidade apresentadas por animais infectados
intraperitonealmente com IO6 formas L viáveis de P. brasiliensis da cepa 18, 150
dias pós-infecção, foram de 3,8% para a linhagem H/f, 76,9% para a linhagem L/f,
7,6% para os híbridos Fl, 19% para os segregantes F2, 5% para os animais Be. H/f c
42,3% para os camundongos Be.L/f (figura 1). Estes resultados indicam que ;i
resistência à infecção pelo P. brasiliensis, neste modelo experimental, possivelmente
está associada a um ou poucos genes autossômicos dominantes.

A produção de anticorpos contra antígenos proteicos do /'. brasilicnsis
(método de ELISA) em camundongos H/f, L/f e Fl demonstrou dominância p;nvi; i l
dos genes ligados a "alta produção de anticorpos", aos 70, 84 e 96 dias pós-infccvAn
(figura 2). Os híbridos Fl apresentaram títulos de anticorpos sempre mais próximos
dos encontrados para os camundongos H/f.
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Figura 1: Mortalidade acumulada de animais H/f, L/f, Fl, 12 BcH/f e BcL/f,
infectados infra peritonealmen te com 10 formas L viáveis de P. brasiliensis d A cepa

18, após ISO dias de infecção.

H/f (01/261 L/f 120/26) F l 12/26) Bc.H/( (01/20) Bc.L/f (11/26)

Figura 2: Cinética da produção de anticorpos contra antígenos proteicos de P.

brasiliensis em animais H/f, L/f e Fl, infectados intraperítonealmente com 10 formas
L viáveis de P. brasiliensis da cepa 18.

Linhagem H/l

Linhagem L/t

Híbridos F1

dias após a Infecção
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O fenótipo "alta produção de anticorpos" (título de anticorpos anti-antigcno
proteico de P. brasiliensis dosado pelo método de ELISA > 8,0 Iog2) apresentado
pelos animais Fl, F2, BcH/f e BcL/f (100%, 46, 71, 4% e 40%, respectivamente)
confirma uma possível influência poligênica sobre o caráter (Figura 3).

Figura 3: Fenõtipo de "boa produção de anticorpos" (fenótipo H/f) em animais Fl,
F2, BcH/f e BcL/f infectados pelo P. brasiliensis avaliado na 10 - 11 semana pós-
infecção. Fenótipo H/f= titulo de anticorpos pelo método de ELISA >= 8.0 Iog2.

linhagem

A avaliação do tipo de lesões presentes nos pulmões dos animais nas 10a-
11a semanas de infecção demonstrou que todos os camundongos L/f apresentaram
granulomas pulmonares contendo numerosos fungos. Os animais H/f, por sua vez,
apresentaram reações inflamatórias focais e/ou difusas com uma pequena quantidade
de fungos. Nos híbridos Fl, segregantes F2, BcH/f e Be L/f detectamos granulomas
pulmonares em 30%, 40%, 30% e 80% dos animais, respectivamente, listes
resultados indicam que o potencial de desenvolver reações granulomatosas em
resposta ao P. brasiliensis nos camundongos H/f e L/f também está, como esperado,
sob o controle poligênico (figura 4).
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Figura 4: Frequência de lesões granulosas nos pulmões de animais L/f, H/f, Fl, F2,
BcH/f e BcL/f infectados intraperitonealmenlecom 10 formas L viávies de P.

brasiliensis, avaliada na 10 - 11 semana de infecção.

BcH/f
linhagem

Figura 5: Frequência de animais infectados que apresentaram lesão granulo matosa e
fenótipo de bons produtores de anticorpos, na 10 - 1 1 semana pó s-infecção com 10

formas L viáveis de P. brasiliensis da cepa IS.

F 2(171 BcH/f(2/ia BcUf (2/2)

linhagem

Como nossos resultados sugeriam uma relação entre baixos títulos de
anticorpos e desenvolvimento de lesões granulomatosas, resolvemos avaliar os
resultados individualmente, e verificamos que existiam animais Fl, F2, Be H/f e
liei. /f com fenótipo de bons produtores de anticorpos (título > 8,0) que apresentavam
lesões granulomatosas (figura 5), assim como camundongos com fenótipo de maus
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produtores de anticorpos (título < 7,0) sem granulomas. Estes resultados indicam que
título de anticorpos e desenvolvimento de granulomas são caracteres que segregam
independentemente, neste modelo experimental.

DISCUSSÃO

Camundongos bons produtores de anticorpos (H/f), resistentes à infecção
pelo P. brasiliensis. apresentaram lesões pulmonares caracterizadas por infiltrados
inflamatórios e presença de poucos fungos. Os animais maus produtores de
anticorpos (L/0, sensíveis à paracoccidioidomicose, desenvolvem lesões pulmonares
contendo numerosos fungos (CARVALHAES et ai, 1986). Como os camundongos
H/f e L/f apresentaram respostas segregadas de anticorpos contra os antígenos
proteicos do P. brasiliensis, esses resultados indicaram certa relação entre resistência
à infecção, presença de altos títulos de anticorpos e ausência de lesões
granulomatosas.

Ao estudarmos a infecção pelo fungo em híbridos F l verificamos que estes
apresentam dominância parcial dos genes ligados à alta resposta de anticorpos,
mostravam-se resistentes à infecção, mas em alguns animais eram observadas lesões
granulomatosas pulmonares (CARVALHAES et ai, 1985).

Com o objetivo de esclarecer a relação entre mortalidade, título de
anticorpos e desenvolvimento de granulomas, avaliamos a infecção pelo /'.
brasiliensis nos segregantes F2 e retrocruzamentos. Estes dados demonstram que: a
resistência à infecção neste modelo experimental está sob controle de um ou poucos
genes; a produção de anticorpos e desenvolvimento de reações granulomatosas estão
sob controle poligênico; e, que não existe correlação entre produção de anticorpos c
formação de granulomas, pois entre os segregantes F2 e retrocruzamentos
encontramos animais com fenótipo de bons produtores de anticorpos com reações
«ranulomatosas, e vice-versa.
O

Podemos sugerir que genes distintos podem controlar a produção de
anticorpos e a formação de granulomas, neste modelo experimental. De fato, o
granuloma presente nos híbridos F l e alguns segregantes F2 com fenótipo H/f é
histologicamente diferente do encontrado nos parentais L/f. Polimorfonucleares são
as células predominantes e os fungos são raros nas lesões. Os polimortbnuclcarcs
podem ser mais eficientes no controle da proliferação do fungo que as células
mononucleares, as quais são características dos granulomas desenvolvidas por
camundongos L/f.

Sabemos também que em animais H/f existe um claro aumenlo de Igli2;i
após imunização com o antígeno selecionador, e uma constante ausênciu
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isótipo na linhagem L/f (SANT ANNA et ai, 1985); portanto, podemos supor que
anticorpos desta classe participem na destruição ou bloqueio da multiplicação do
fungo, por exemplo, por facilitar a fagocitose por macrófagos e polimorfonucleares,
ou por inibir a interação do fungo com moléculas de laminina, regulando assim a
invasão tissular.

SUMMARY

Experimental paracocidioidomycosis in mice - good and bad producers of
antibodies of selection III. III - Evolution ofthe disease and correlation with the

immunohumoral response and the tissue pattern.

High (H/f) and low (L/f) antibody producer mice of selection III, Fl
hybrids, interline F2 hybrids and back crosses were infected intraperitoneally with
10 viable L forms of Paracoccidioides brasiliensis, strain 18. The mortality ratio
150 days after infection demonstrated that the resistance to paracoccidioidomycosis,
in this model, was controled by one or few autossomal dominant genes. Results of
antibody titers and hystopathological analysis of lungs cuts denoted that both
caracteres are under polygenic control and that it hás no correlation between
antibody production and granuloma development, in this experimental model.

KEYWORDS: paracoccidioidomycosis, Antibody, Control Polygenic, Granuloma,
Immunogenetic
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