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Resumo

O fungo Paracoccidioides brasiliensis € 0 agente etiologico da
paracocccidioidomicose (PCM), uma das mais prevalentes micoses
sistémicas na América Latina. A PCM € uma doenca granulomatosa cronica
que acomete principalmente os pulmées, bago, figado, pele e linfonodos.
A maioria dos pacientes com PCM sio trabalhadores rurais, do sexo
masculino. A suscetibilidade de outras espécies de animais ao
desenvolvimento da doenca, exceto o tatu, niio esti bem esclarecida. Esmdos
epidemiclogicos tém demonstrado que cies sio infecaados frequentemente
por P brasiliensis em dreas endémicas para PCM. A reacio intradérmica
com gp43 pode ser utilizada em estudos epidemiologicos para avaliacio
de infecgiio de cies por P. brasiliensis. Considerando que as dreas endémicas
para PCM também hi ocoréncia de leishmaniose, este estudo teve como
objetivo avaliar a reatividade ao antigeno gp43 em cies imunizados com
Leishmania amazonensis. Foram imunizados dois cies com L amazonensts
inativada e posteriormente foram realizadas reacdes intradérmicas, utilizando
como antigenos gpd3 e suspensio de L. amazonensis inativada. Os dois
cies apresentaram rea¢io intradérmica positiva apenas para L. amazonensis.
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0O exame histopatologico das reagdes intradérmicas demonstrou intenso
infiltrado inflamatdrio apenas para L. amazonensis. Estes dados sugerem
que cies sensibilizados por antigenos de Leishmamnia nio reagem
cruzadamente com gp43 de P brasiliensis.

Palavraschaves: Paracoccidioides brasiliensis, Leishmania amazonensis,
cio, reacio intradérmica, hipersensibilidade tardia

Abstract

The fungus Paracoccidioides brasiliensis is the etiological agent of
paracoccidioidomycosis (PCM), a prevalent systemic mycosis in Latin
America. PCM is a chronic granulomatous disease that affects mainly lungs,
spleen, liver, skin and lymph nodes. Male agricultural workers are the most
affected by PCM. The susceptibility of other animal species to PCM
development, with exception of armadillos, is not well established.
Epidemiological studies have shown that dogs are frequently infected by P
brasiliensis in PCM endemic areas. Skin test with gp43 may be used to
evaluate infection by P. brasffiensisin dogs. Taking into account that endemic
areas for PCM are also endemic for leishmaniosis, the aim of this study was
to evaluate the reactivity to gp43 in dogs immunized with Leisbmania
amazonensis. Two dogs were immunized with inactivated L. amazonensis
followed by skin tests using gp43 and inactivated L. amazonensis as antigens.
Both animals showed positivity only to L. amazonensis. Histopathological
analysis from skin tests showed intense inflammatory infiltrates only in the
samples from L. amazonensis. These data suggest that dogs sensitized by L
amazonensis antigen don't cross react with gp43 from P brasiliensis.
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INTRODUCAO

A paracoccidiomicose (PCM) € uma micose sistémica,
freqiientemente diagnosticada da América Latina, com
excecdo da Guiana, Guiana Francesa, Suriname, Chile e
Nicarigua ‘. O Brasil € o pais que apresenta o maior
numero de casos de PCM, com maior prevaléncia nas
regides Sudeste, Sul e Centro-Oeste ‘Y.

O agente etioldgico da PCM, Paracoccidioides brasiliensis,
apresenta dimorfismo termo-dependente crescendo na forma
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de micélio 4 25°C e na forma de levedura 4 37°C ‘¥, Na fase
micelial, o fungo cresce em meio de culura 3 temperatura
ambiente como coldnias brancas, de aspecto cotonoso, com
hifas aéreas muito curtas apresentando filamentos micelianos
finos, septados, com esporos terminais ou intercalares. Na
forma de levedura, o fungo cresce in vitro a 37°C como colénias
cerebriformes, de aspecto cremoso, compostas por células
ovais ou alongadas, de diferentes tamanhos (4 a 30 mm), com
dupla parede refringente .

A infeccio ocorre pela inalacio de propigulos do fungo,
produzindo um foco primirio no pulmio, podendo
posteriormente disseminar para outros drgios por via linfatica
e/ou hematogénica .

A PCM pode ser diagnosticada por exames
anatomopatolégicos, imunolégicos ou micologicos, que
apresentam grande importincia no estabelecimento do
diagnostico diferencial, tratamento e prognéstico.

Estudos realizados por Negroni na Argentina ‘Y, e
Albomoz na Venezuela ©, sugerem que o habitat de P.
brasiliensis € o solo.

Hi poucos relatos na literatura de paracoccidioidomicose
natural em animais. O fungo foi isolado de tatus (Dasypus
novemcinctus), morcegos (Artibeus lituratus) e cio (Canis
Sfamiliaris) “7%. Os estudos de Bagagli et al. “® confirmaram
que o tatu € um reservatorio natural de P. brasiliensis e um
hospedeiro silvestre do fungo.

Partindo do pressuposto de que o habitat do fungo € o
solo, o cio, devido ao habito de escavar e farejar o solo
poderia infectar-se facilmente com o P. brasiliensis.

Pereira ¢ Viana em 1991 realizaram a primeira infeccio
experimental em cio ao inocularem sangue de um paciente
com PCM na cavidade peritonial de um cio, que morreu apds
22 dias com peritonite e granulagbes brancas no peritbnio
com sinais clinicos de PCM %,
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Més e colaboradores ', por outro lado ndo conseguiram

provocar PCM em cies inoculados com suspensio da forma L
de P brasiliensis. Quatorze cies foram inoculados com a forma
L de amostra de P. brasiliensis; todos apresentaram-se positivos
pela reacio de fixacio de complemento, porém nio foi
observado PCM em nenhum dos animais.
Ono e colaboradores ¥ realizaram um estudo
epidemioldgico em caes da regido do Norte do Parana para a
deteccio de anticorpos anti-gp43 em ensaio de ELISA, e
observaram uma positividade de 89,5% de ciaes da area rural
e 48,8% da periferia.

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) € uma doenga
infecciosa, nio contagiosa, que acomete pele e mucosas,
caracterizada pela presenca de lesdes ulcerosas indolores, tinicas
ou multiplas (forma cutinea simples), lesdes nodulares (forma
difusa) ou lesdes cutaneomucosas que afetam regides nasofaringeas,
concomitante ou apos um infecciio cutinea inicial Y%,

O agente etiolégico é um protozodrio do género
Leisbmania, que sio parasitas intracelulares obrigatérios
pertecentes 4 ordem Kinetoplastida, familia Tripanosomatidae,
que alternam seu ciclo evolutivo entre um hospedeiro
invertebrado, representado pelos insetos dipteros da subfamilia
Phiebotominae (géneros Phlebotomus e Lutzomyia), e virios
hospedeiros vertebrados, inclusive humanos ‘. O cio &
considerado um reservatério importante na manuten¢io da
doenca no homem, pois sio animais de intimo contato das
pessoas, de ficil exposicio ao vetor ¢ uma grande fonte de
alimento para o inseto “9'.

O parasita apresenta-se sob trés formas: amastigota,
promastigota e paramastigota. Todas as espécies da Leishmania
sio morfologicamente semelhantes. A reproducio é feita por
divisio bindria das formas promastigotas no trato digestivo do
vetor ¢ das formas amastigotas no interior dos fagossomos de
macrofagos do hospedeiro 99,
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Com relacio a Leishmania (Leishmania) amazonensis,
raramente a infecgiio atinge humanos, pois € uma zoonose de
pequenos roedores silvestres. Porém, quando o faz, este
parasita estd associado i leishmaniose cutinea localizada e
cutinea difusa. A primeira € constituida por papulas ou tlceras
simples, geralmente tinicas, localizadas nos membros inferiores.
A segunda, em individuos anérgicos, € representada por
nédulos numerosos, intensamente parasitados e espalhados
pela pele " ¥, A baixa incidéncia de casos humanos ocorre
provavelmente devido ao fato de seu vetor, a Lutzomyia
faviscutellata, Ter atividade noturna e ser pouco antropofilico
47 estando restrita 4 cacadores e pescadores que penetram
nas florestas 4 noite “¥.

A Organizacio Mundial da Saide (OMS) estima que no
ano de 1988 a Leishmaniose Tegumentar Americana ultrapassou
12 milhées de casos, com uma incidéncia anual prevista de 400
mil caos, sendo esta a Sexta doenga infecto-parasitiria de maior
importincia entre as que ocorrem no mundo “%. Contudo, a
prevaléncia mundial das diferentes formas de leishmaniose €
desconhecida “*. Considerando que as dreas endémicas para
PCM também hd ocorréncia de leishmaniose, este estudo teve
como objetivo avaliar a reatividade ao antigeno gp43 em cies
imunizados com Leishmania amazonensis.

MATERIAIS E METODOS

Isolado de P. brasiliensis

O isolado de P. brasiliensis IDR1, obtido de escarro de
paciente com PCM crbnica foi cultivado em dgar Sabouraud-
peptona-glucose por 7 dias 4 35°C. em seguida, as células na
forma de levedura foram coletadas, homogeneizadas em salina
estéril e a concentragiio ajustada para 1x107 células/ml.
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Antigenos
Antigeno gp43

O antigeno gp43 foi gentilmente cedido pelo Prof. Dr.
Zoilo Pires de Camargo, ¢ foi obtido a partir do exoantigeno,
usando uma coluna de imunoafinidade Affi-gell0 (Bio Rad,
Hércules, CA, USA) ligado com anticorpo monoclonal anti-
gp43. O antigeno foi eluido com 0,1M de dcido citrico, pH
2,8 seguido de neutralizacio com Tris 1M pH 9,0 segundo
Saraiva et al. (1996). A concentracio de proteinas foi
determinada pelo método de Bradford.

Antigeno de Leishmania

O isolado de L amazonensis (MHOM/BR173/M2269,
Ribeirio Preto) foi cultivado em meio bifisico contendo a
fase solida Blood Agar Base (BAB) e o meio liquido Liver
Infusion Triptone (LIT), a 22°C. O sobrenadante do meio com
Leishmania foi coletado e submetido a centrifugacio (3000
rpm) por 5 minutos. O sedimento foi lavado com PBS a 4°C,
inativado com formalina a 0,1%, resuspenso em 10 ml de
PBS. A concentracio final obtida foi ajustada para 8 x 107
células/ml

Animais experimentais

Foram utilizados dois cies machos, sem raca definida.
Os caes foram acompanhados desde o nascimento e mantidos
isolados no Biotério Central do Centro de Ciéncias Biologicas/
UEL, com agua e racio comercial ad fibitum. Os caes foram
previamente desverminados (Drontal Puppy®, Bayer, Brasil),
tratados contra pulgas e carrapatos (Frontline spray®, Merial,
Toulouse, Franca), e vacinados contra bronquite e hepatite
infecciosa, adenovirose, cinomose, coronavirose,leptospirose,
parainfluenza e parvovirose (Vanguarda® HTLP 5/CV-L, Pfizer
Satde Animal, USA).
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Imunizacio dos cies com antigeno de L. amazonensis

Dois cies machos de cinco meses de idade, nao
sensibilizados por P brasifiensis, foram imunizados com 3 doses
consecutivas, a cada 7 dias, com 1 ml de emulsio do isolado
inativado de L. amazonensis em adjuvante incompleto de
Freund, por via subcutinea. Amostras de sangue foram
coletadas imediatamente antes da aplicacio do imundgeno e
nas semanas subseqlientes 4 imunizacio.

Reaciio intradémica

Os cies previamente imunizados com Leishmania foram
submetidos i reaciio intradérmica com 0,1 ml de antigeno gp43
e com suspensio de L amazonensi inativada (1 x 107 células/ml) na
regiio abdominal.

O diimetro de induracio foi medido apés 24 horas, por
meio de marcacio com caneta esferogrifica das bordas de
induracio. Diimetros maiores que 5 mm foram considerados
positivos. Como controle negativo da reaciio intradérmica foi
usado salina estéril (0,1 ml).

Analise Histopatologica

Foram coletadas biopsias das reacoes intadérmicas, com
um “punch” de 5 mm de diimetro de corte, apés assepsia e
anestesia (lidocaina 2%) do local da reacio.

O material foi fixado em formalina tamponada 10%,
incluido em parafina, e os cortes histolégicos foram corados
pelo méwdo H.E.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O providvel habitat de P brasiliensis é o solo,
consequentemente o hibito de fargjar e escavar o solo pode
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favorecer a infeccio de cies pelo fungo. Portanto, o cio pode
ser um indicador sensivel da distribuicio do P brasiliensis na
natureza “?. A reacdo intradérmica € um método simples e
bastante 1til para o estudo da epidemioclogia da PCM tanto em
humanos como em cies.

O relato  recente, do primeiro caso de
paracoccidiodomicose em ciaes ® confirma os estudos
anteriores que apontavam para uma possivel participacio do
cio na eco-epidemiologia da paracoccidiodomicose @0 1112,

Considerando que ha uma sobreposicio entre as dreas
endémicas para leishmaniose e paracoccidioidomicose, este
estudo teve como abjetivo avaliar a possivel reatividade
cruzada na reacio intradérmica.

Os dois cdes apresentaram reacoes positivas para
Leishmania, mostrando uma regido bem definida de induracio
e eritema, com 5 e 10 mm de diimetro (tabela 1). Porém
nenhum dos cies apresentou reacio intradérmica positiva para
o antigeno gp43 de P. brasiliensis (tabela 1).

Tabela 1. Reagiio intradérmica com antigeno gp43 de P brasiliensis e
suspensiio de Leishmania amazonensis.

CAD antigeno diimetro (mm)
L. amazonensis 5,0
1
gpd3 negativo
L. amazonensis 10
2
gpd3 negativo
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O exame histopatolégico dos testes intradérmicas
demonstrou um intenso infiltrado inflamatério apenas nas
reacoes ao antigeno de L amazonensis (Figura 1a), enquanto
que nas reacoes 4 gp43 foram observadas algumas células
inflamatérias (Figura 1b).

Figura 1. Exame histopatoldgico de reaciio intradérmica para antigeno de
Leishmania (A) e para gpd43 (B) em cio imunizado com L. amazonensis.
(aumento de 400x)
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A reacio intradérmica positiva nos dois cies com a
suspensio de Leishmania indica que os cies foram imunizados
e desenvolveram resposta celular contra antigenos do
protozodrio, observada tanto macroscopicamente como pelo
exame histopatologico das reacdes.

A discreta reacio inflamatdria observada nas reacoes
com gp43 provavelmente seja decorrente de uma reacio
inflamdtoria inespecifica 4 injiria mecinica causada pela
inoculacio.

Saraiva e colaboradores “" utilizaram com sucesso, a
gp43 em reacdes intradérmicas tanto em modelo experimental
como em pacientes com paracoccidiodomicose. Neste mesmo
estudo os autores demonstraram a superioridade da gp43
quando comparada com a paracoccidiodina de Fava-Netto, o
antigeno tradicionalmente utilizado em estudos epidemioclégicos
de paracoccidioidomicose. A natureza polissacaridica do
antigeno de Fava-Netto € responsivel pelas reaces cruzadas
tanto em ensaios sorolégicos para diagnéstico da
paracoccidioidomicose como em reactes intradérmicas, para
estudos epidemiolégicos. A utilizacio de um antigeno
purificado, com concentracio conhecida, como a gp43
representa um avanco significativo nos estudos relacionados
a paracoccidicidomicose.

Os dados obtidos neste trabalho sugerem que cies
sensibilizados por antigenos de ILeishmania nio reagem
cruzadamente com gp43 de P. brasifiensis, reforcando a sua
especificidade para estudos epidemiolégicos de
paracoccidioidomicose em cies.
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