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Resumo

O fungo dimorfico Paracoccidioides brasiliensis causa uma das mais
prevalentes micoses sistémicas na América Latina. A paracoccidioidomicose
(PCM), uma doenca granulomatosa humana, pode atingir também animais
domésticos e ainda nao é bem estudada em cies. A infeccao de caes por
P. brasiliensis ocorre com freqiéncia porém até o momento ha apenas um
relato da doenca natural em cdo sugerindo que esta espécie € resistente.
Os mecanismos imunolégicos envolvidos na protecio nao estao definidos.
Considerando que o sistema complemento € um importante mecanismo
efetor da imunidade humoral, este estudo teve como objetivo avaliar a
presenca de anticorpos fixadores de complemento para o fungo P.
brasiliensis em soros de caes naturalmente e experimentalmente infectados.
Amostras de soros de caes negativos e positivos para gp43 de P. brasiliensis
foram avaliados na reacao de fixacao de complemento utilizando
exoantigeno do fungo. Na condi¢oes utilizadas no estudo a reacao de
fixacio de complemento nao mostrou-se adequada para deteccao de
anticorpos anti-P. brasiliensis, possivelmente devido a baixa concentra¢io
de anticorpos nas amostras de soro ou a competicao entre sub-classes de
IgG nao fixadoras de complemento com IgM anti-P. brasiliensis.
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Abstract

Paracoccidioides brasiliensis is a thermodimorphic fungus that causes one
of the most prevalent systemic mycosis in Latin America.
Paracoccidioidomycosis (PCM), a human granulomatous disease, can also
occur in domestic animals as the dog. The infection of dogs by P. brasiliensis
is a frequent event although until now only one case of natural disease has
been described, suggesting that the dog is resistant to the disease
development. The immunological mechanisms involved in resistance are
not well understood. Taking into account that complement system is an
important mechanism of the humoral immune response, the aim of this
study was to evaluate the presence of complement fixing antibodies to the
fungus P. brasiliensis in sera of dogs naturally and experimentally infected.
Serum samples positive and negative to P. brasiliensis gp43 were evaluated
by complement fixing test. The complement fixing test, in the condition of
this study, was not able to detect antibodies to P. brasiliensis, probably due
to the low titers of antibodies in the serum samples or to competition between
not fixing IgG sub-classes and IgM anti-P. brasiliensis.

Key words: Paracoccidioides brasiliensis, dog, complement.

INTRODUCAO

A paracoccidioidomicose € a micose sistémica mais
importante da América Latina, sendo a maior casuistica
registrada no Brasil, Argentina, Colombia e Venezuela. Ha
relatos da doenga em todos os paises da América Latina, com
excecao do Chile e Nicarigua™. No Brasil, a maioria dos casos
tem sido reportada nas regiodes Sul, Sudeste e Centro-Oeste'* ?.

O agente etiologico da paracoccidioidomicose é o fungo
dimérfico Paracoccidioides brasiliensis que se apresenta na
forma de micélio a temperatura ambiente, enquanto que
quando cultivado a 37°C e nos tecidos do hospedeiro encontra-
se na forma de levedura.

A infeccio provavelmente ocorre pela inalacio de
propagulos do fungo que nos pulmdes, se transformam em
leveduras podendo ocorrer posterior disseminacio para outros
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tecidos do organismo, por via hematogénica e/ou linfatica. A
infeccao primaria € assintomdtica na maioria dos casos. O
fungo pode permanecer anos no hospedeiro e manifestar-se
mais tarde provavelmente em decorréncia de algum tipo de
imunodeficiéncia® > ©,

A paracoccidioidomicose pode ser classificada em PCM-
infeccio, que afeta individuos de ambos os sexos,
aparentemente sadios, que residem ou residiram em areas
endémicas e que tem reacdo intradérmica positiva para
antigeno de P. brasiliensis, mas nao desenvolvem a doenca
(nesses individuos nao se observa depressio da imunidade
celular); e em PCM-doencga, que afeta preferencialmente
trabalhadores rurais, do sexo masculino e com média de 45
anos de idade; tais individuos apresentam na sua maioria,
reacdo intradérmica negativa e fragilizacao do sistema
monocitico-fagocitirio.

Embora avancos tenham sido alcancados em relaciao ao
diagnodstico e patologia da PCM, pouco se conhece sobre a
sua eco-epidemiologia.

O papel de animais na ecologia do P. brasiliensis é
pouco conhecida. O fungo tem sido isolado de morcegos?”,
fezes de pingiiim®, tatus® '* 12 Em macacos, Johnson?
observou a presenca do fungo em o6rgios de um macaco
doente por andlise histopatologica. Em cavalos, Conti-Diaz™®
obteve reacio intradérmica positiva. Exceto no caso dos tatus,
isolados animais de outras espécies nao foram reprodutiveis.
Costa et al."® realizaram um estudo epidemiolégico em
bovinos, ovinos e eqiiinos e observaram uma positividade de
44,8%, 42,8% e 77% respectivamente na intradermorreacio 2
paracoccioidina.

O cido devido ao hdbito de escavar e farejar o solo,
provavel habitat do fungo®!”, poderia ser um bom indicador
da presenca do P. brasiliensis no meio ambiente. M6s e Fava
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Netto"® utilizando a reacio de Fixacio do Complemento,
observaram altos indices de infeccio por P. brasiliensis em
cies de Sao Paulo. Recentemente Ono et al"® demonstraram
que caes de drea rural da Regiio Norte do Parana apresentaram
89% de positividade em ensaio de ELISA, utilizando gp43
como antigeno.

Ha poucos estudos sobre PCM experimental em caes.
Pereira & Viana®” inocularam um cao com pus de um paciente
com PCM, e o animal morreu 21 dias apos a inoculacio com
sinais clinicos de PCM. Moés et al.?V, entretanto, falharam em
induzir PCM em cies por inoculacio intratesticular. Ono et
al.?® observaram a morte de 2 de 4 cides, de 3 meses de
idade, uma semana pos infeccao experimental com P.
brasiliensis por via endovenosa. Eisele et al.®¥ porém, nao
observou a morte de cides adultos inoculados por via
endovenosa. A divergéncia nos resultados provavelmente
resultam de diferencas de viruléncia em isolados de P.
brasiliensis, da variabilidade genética entre animais e da
influéncia da idade do cdo na suscetibilidade ao
desenvolvimento de PCM-doenca.

Ricci et al.®® relataram o primeiro caso de PCM-doenca
em cdo. Uma fémea da raca Doberman apresentou aumento dos
linfonodos cervicais, porém a confirmacio da doenca foi feita
apoGs dois anos através da andlise histopatolégica, imunoquimica
e PCR utilizando anticorpo monoclonal especifico anti-P.
brasiliensis, embora ndo tenha ocorrido isolamento do fungo.

Aparentemente, os cides adultos sio resistentes ao
desenvolvimento de PCM-doenca, porém os mecanismos de
resisténcia nao estao elucidados.

O sistema complemento, importante componente da
imunidade humoral, € um sistema biol6gico altamente sofisticado,
que participa tanto da imunidade inata quanto da adaptativa® %
Em geral, pacientes com paracoccidioidomicose apresentam uma
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hiperestimulacdo da resposta imune humoral e uma queda da
resposta imune celular 7 % 239 Um estudo utilizando soros
de pacientes com paracoccidioidomicose, mostrou niveis
aumentados de C3, enquanto que complemento hemolitico
total e C7 estavam normais®?.

Calich et al.?® demonstraram que anticorpos anti- P.
brasiliensis tém atividade de opsonina quando testados com a
fase leveduriforme do fungo, e que durante a opsonizacio,
ocorre a cooperacao entre anticorpos e o sistema complemento.
Calich e Teixeira® também demonstraram a atividade fungicida
do complemento quando ativado por anticorpos especificos.

Considerando que o sistema complemento € um importante
mecanismo efetor contra agentes infecciosos, neste estudo
propusemos avaliar a presenca de anticorpos fixadores de
complemento em soros de cies infectados com P. brasiliensis.

METODOLOGIA

Exoantigeno

O fungo P. brasiliensis (B-339) foi cultivado em tubos
de agar Sabouraud e incubado a 35°C por 3-4 dias e transferido
para Erlenmeyer de 250ml com 50ml de meio de cultura
contendo neo-peptona e incubado em agitacao (50 rpm) 2
35°C. Depois de trés dias, esse pré-inoculo foi transferido
para frasco contendo 500ml do mesmo meio e incubado por
7 dias a 35°C sob agitacio constante. A cultura foi inativada
por adicao de Thimerosal, incubada por uma noite a 4°C e
filtrada em papel de filtro. O filtrado foi concentrado a vicuo,
dialisado por 48 horas em dgua destilada e liofilizado®?.
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Antigeno gp43

O antigeno gp43 foi obtido a partir do exoantigeno, usando
uma coluna cromatografica de afinidade Affi-gel (Bio Rad,
Hércules, CA, USA) ligado com anticorpo monoclonal anti-gp43.
O antigeno foi eluido com 0,1M de 4cido citrico, pH 2,8 seguido
de neutralizacio com Tris 1M pH 9,0%”. A concentracao de
proteina foi determinada pelo método de Bradford®®.

Animais

Foram utilizados caes sem raca definida, provenientes
de diferentes locais (Hospital Veterinirio e Biotério Central
da Universidade Estadual de Londrina e Santo Antdnio da
Platina/PR) dos quais foram obtidos amostras de sangue para
extracao dos soros utilizados para os experimentos propostos.
Os soros foram previamente testados quanto a presenca de
anticorpos anti-gp43. Como controles negativos foram utilizados
caes negativos para gp43.

Amostras de soros de cdes

Foram utilizadas 12 amostras positivas (caes infectados
naturalmente e experimentalmente com P. brasiliensis) e 5
negativas para gp43 no ensaio de ELISA.

Sensibilizacdo de bhemdcias de carneiro com hemolisina

As hemaicias de carneiro, coletadas e estocadas em
solucio Alsever, foram ressuspendidas em solucio salina 0,85%
e centrifugadas por trés vezes. Apos essa lavagem, foi feita a
sensibilizacio da hemacia 2,8% com hemolisina de coelho
1:1000 diluidos em tampao borato (CaCl, —1M / MgCl, — 2M)
com pH entre 7,0 e 7,4 e incubadas por 30 minutos a uma
temperatura de 37°C.
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Ensaios Imunologicos
ELISA — Deteccdo de IgM e IgG anti-gp43

Microplacas de poliestireno (Corning Costar Corporation,
Corning, NY, USA) de 96 cavidades foram sensibilizadas com
antigeno gp43 (250ng/orificio) em tampao carbonato
bicarbonato 0,1 M (pH 9,6) por 18h a 4[1C. As placas foram
lavadas trés vezes com PBS contendo 0,05% de Tween-20 e
as cavidades foram bloqueadas com PBS-leite em p6 desnatado
5% (PBS-L), por 1h a temperatura ambiente. Ap6s lavar as
placas trés vezes com PBS-tween, as amostras de soro foram
diluidas 1:100 em PBS-L 1%, adicionadas a placa em duplicata
e incubadas 2 temperatura ambiente por 1 h. A seguir as
placas foram lavadas como descrito acima e 100ml de
conjugado (anti-IgM e anti-IgG de cdo conjugado com
peroxidase; Sigma, Saint Louis, MO, USA) diluidos 1:5000 e
1:2000 respectivamente em PBS-L 1% foram adicionados a
cada cavidade. As placas foram em seguida incubadas a
temperatura ambiente por lh. Apos lavadas as placas trés
vezes com PBS-T, 100ml de substrato (100ml de tetra-metil-
benzidina em 10 ml de tampio acetato de sédio 0,1 M, pH
5,0, + 100ml de H,O, 30%) foram adicionadas a cada cavidade.
Apds o desenvolvimento de uma colora¢ao azulada (15 min),
a reacgao foi bloqueada com 50ml de H,SO, IN. A absorbancia
em 450 nm foi medida em leitor de ELISA Multiskan II (Flow
Laboratories Inc., McLean, VA, USA). O soro de um cao
previamente imunizado com P.brasiliensis foi usado como
controle positivo. Como controle negativo foi usado soro obtido
a partir de um pool de soros de cies urbanos. Soros com
absorbancia duas ou mais vezes maior do que a do controle
negativo foram considerados positivos
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ELISA — Detec¢do de IgM anti exoantigeno

O ELISA realizado para detec¢io de anticorpos IgM anti-
exoantigeno foi realizado como descrito no ELISA com gp43,
exceto que a concentracao do exoantigeno foi de 16pg/ml.
Foi feito o bloqueio da placa de ELISA com PBS-Leite 5%,
seguido de bloqueio com metaperiodato de sédio 10mM, uma
lavagem com acetato de sédio 0,05 M com posterior bloqueio
com glicina 1% (4acido amino acético) em tampao Tris-HCl
0,1M/ Leite em pé 0,2%; todos os bloqueios com tempo de
incubaciao de 1 hora. Para a determinacao da melhor
concentracio de metaperiodato de sédio, foi feita uma
padronizagio prévia com concentracoes de 5, 10 e 20 mM.

Titulacdo do complemento de cobaia

Para titulacao do complemento de cobaia, foram utilizadas
hemacias de carneiro 2,8% sensibilizadas com hemolisina
1:1000 a 37°C por 30 minutos. Foi utilizada diluicao do soro
de cobaia 1:500, nos volumes 200, 250, 300 e 400 ml; estes
volumes foram completados para 800 ml com tampao borato
Ca*?/Mg*™ pH 7,6. Em seguida foram adicionados 200ml da
suspensao de hemdcias sensibilizadas com hemolisina. Como
controles de 100% e 0% de lise, aos dois tubos com 200ml da
suspensiao de hemacias sensibilizadas com hemolisina, foram
adicionados 800ml de 4dgua destilada e 800 ml de tampao,
respectivamente. Apos incubacdo por 30 minutos a 37°C as
amostras foram centrifugadas e os sobrenadantes foram
analisados a 541 nm.

As porcentagens de lise foram calculadas em relacao ao
controle 100%. Os dados foram plotados em um grifico
Absorbancia versus Volume do complemento/ml e o volume
que contém 1 CH50 foi determinado.

Para a determinacao da dilui¢cao correspondente a 5 CH50,
foi utilizada a seguinte férmula:
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Diluicao do complemento usado na titulacio /
Volume contendo 5CH50 = x / 0,4 ml

onde x € a diluicao do complemento necessaria para 5CH50.
Assim, foi obtido a diluicao de 1:10 para o complemento de
cobaia.

Padronizacdo da concentragdo do Exoantigeno e da diluicdo
do soro de cdo

Para a padronizacio da microtécnica de fixacao do
complemento, foram testadas as concentracoes de 064, 32 e
16 mg/ml do exoantigeno de Pb (B-339); bem como as diluicdes
de 1:8, 1:16 e 1:32 dos soros dos caes. Foram feitos controles
de todos os componentes: controle de cada um dos soros sem
exoantigeno e sem complemento; controle exoantigeno,
controle complemento, controle 100% e 0% de lise (dgua
destilada e tampdo respectivamente). A todos foi adicionado
25 ml da suspensao de hemadcias sensibilizadas, exceto no
controle complemento. A partir dos resultados obtidos neste
experimento, ficou estabelecido a concentra¢ao do exoantigeno
de 1,6 mg/poco.

Reacdo de fixacdo de complemento

As amostras de soros dos cdes foram incubadas a 65°C
para a inativacado do complemento. O soro de cio inativado
(25mD diluicao 1:16 e 50ml de 5CH,, de complemento de
cobaia foram incubados com 25ml de exoantigeno de
P.brasiliensis B-339 durante 18 horas a 4°C em microplaca de
poliestireno de 96 orificios (Nunc). Apos esse tempo, foi
adicionado 25ml da suspensio de hemicias de carneiro 2,8%
sensibilizadas e nova incubacao de 30 minutos a 37°C foi
realizada. Aguardada a sedimentacio das hemacias nio lisadas
a 4°C durante 2 horas, o sobrenadante foi coletado e transferido
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para outra microplaca para posterior andlise em
espectrofotometro a 550 nm.

No controle 100% de lise foi utilizado 25pl da suspensiao
de hemicias sensibilizadas com hemolisina e 100pl de agua
destilada e para o controle 0% de lise foi utilizada a mesma
quantidade da suspensido de hemicia e 100pl de tampao borato
Ca*?/Mg**. Foi necessario a realizacao de um controle do soro
e um controle do antigeno, em que foram adicionados somente
soro e antigeno respectivamente e o volume completado com
tampao borato em uso. Foi feito também um controle do
complemento, em que 50ul do complemento foram incubados
com 75pl de tampao, sem que fosse adicionado a suspensio
de hemdicias.

Através dos valores de absorbancia, foi obtido a
porcentagem de lise em relacio ao controle 100% (HZO) de
cada amostra e analisado em relacio ao controle soro, se
houve reducio na lise.

Foram consideradas positivas as amostras que
apresentaram porcentagem de lise em relacdo ao controle
soro de cada cio menor ou igual a 50%.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 1. Reatividade de soros de caes a antigenos de P. brasiliensis avaliada
por ensaio de ELISA (IgG e IgM) e Reacao de fixacio de complemento

N? amostra ELISA ELISA R.F.C
Exoantigeno Exoantigeno

(soro) gp43 gp43

IgG IgM IgM
1 + + + -
2 + + + +
3 + + + -
4 + + + -
5 + + + +
6 - - - -
7 + + + -
8 * - - - -
9 + + + -
10 + + + -
11 - + + -
12 - - - -
13 - + + +
14 + + + -
15 + + + -
16 + + + -
17 + + + -
18 ** + + + -
19 - + - +

* Controle Negativo ELISA
** Controle Positivo ELISA

Considerando que o sistema complemento pode ser um
mecanismo protetor na paracoccidioidomicose canina neste
estudo avaliamos a presenca de anticorpos fixadores de
complemento em caes infectados com P. brasiliensis.

O anticorpo da classe IgM é a principal classe ativadora
da via classica do complemento. Assim, as amostras de soro
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foram avaliadas por ELISA quanto a presenca de IgM para
antigenos de P. brasiliensis.

Segundo Puccia e Travassos®”, em ensaio de ELISA, o
tratamento da gp43 com metaperiodato de sédio, que por
meio da oxidac¢ao da por¢ao carboidrato do antigeno, diminui
a possibilidade de reacdes cruzadas com soros de pacientes
com histoplasmose e doenca de Jorge Lobo. Taborda e
Camargo®® verificaram que nenhuma reacao cruzada ocorreu
com pacientes com histoplasmose, criptococose, candidiase,
aspergilose e doenca de Jorge Lobo apds tratamento do
antigeno gp43 com metaperiodato de sédio 10mM em dot-
blot ELISA, demonstrando 100% de especificidade e
sensibilidade no imunodiagnoéstico da PCM humana.

Assim, neste estudo, para a deteccio de anticorpos para
exoantigeno de P. brasiliensis por ELISA o antigeno foi
previamente tratado com metaperiodato de sodio para aumentar
a especificidade do ensaio.

Todas as amostras positivas para 1gG também
apresentaram positividade para IgM; porém a maioria das
amostras positivas para IgM apresentou reacdo negativa na
reacao de fixacdo de complemento (Tabela 1). Essa
discordancia entre os resultados do ELISA e da fixacao de
complemento poderia ser explicada pela diferenca de
sensibilidade dos ensaios, pois o ELISA é um método muito
sensivel. Outra possibilidade ¢ que pode ter ocorrido competicio
de sub-classes de IgG nao fixadoras de complemento com as
IgM anti-P. brasiliensis presentes na amostra.

Estudo realizado por Nogueira e colaboradores®” para
deteccao de anticorpos por meio da lise mediada pelo
complemento em pacientes com paracoccidioidomicose,
também niao demonstraram nenhuma correlacdo significante
entre niveis de anticorpos liticos e titulos de precipitina ou
IgG total anti-P. brasiliensis e titulos de anticorpos IgM.
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E necessirio analisar um nimero maior de amostras e
melhorar o desempenho da reacao de fixacio de complemento
para esclarecer a possivel participacio do complemento na
paracoccidioidomicose canina.
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