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CONTRIBUICAO A0 ESTUDO DA PARACOCCIDIOCIDOMICOSE

I — Infeccao experimental do cio

Eduardo Nascimento MOS (1), Celeste FAVA NETTO (2), Adayr Mafuz SALIBA (3)
e Thales de BRITO (%)

RESUMO

Foram inoculados, por via testicular, 14 cies com a variante cerebriforme
de amostra do Paracoccidioides brasiliensis. Todos apresentavam sorologia nega-
tiva, para blastomicose sul-americana, antes da inoculacio. Apds a inoculagdo todos
se lornaram positivos pela reagfo de fixagio do complemento, enquanto que, pela
reagiio de precipitagio nfio foram revelados anticorpos em nenhum dos animais,
Através do exame microscépico direto realizado em material colhido do testiculo
inoculado e pela histopatologia, foi possivel demonstrar a presenca do Paracocci-
dioides brasiliensis, do 3.° ao 20.° dia apés a inoculacdo, bem como as lesdes ca-
racteristicas. A infec¢io experimental do testiculo do cfo parece evoluir espon-
taneamente para a cura a despeito do crescente aumento dos titulos dos anticorpos
fixadores do complemento até 90 dias apds a inoculaggo.
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relativamente pouco numerosas as

CDU 616.992.282

No trabalho de SPLENDORE 2, encontra-se

pesquisas visando demonstrar a suscetibilida-
de ao Paracoccidioides brasiliensis, de dife-
rentes espécies animais, através da inocula-
¢ao experimental. '

O cobaio tem sido o animal mais frequen-
temente utilizado na reproducio de lesdes
experimentais principalmente através da ino-
culagio testicular, Em tais inoculagbes uti-
lizou-se material provenienie de lesGes dos
pacientes e também suspensdes do fungo
adaptado & vida saprofitica. Assim, Lurtz %4,
SPLENDORE 2°, MONTENEGRO ¢, ALMEIDA
2,3 CraUuseL® GoncarLves & Frarmo 13,
FraLso & GongaLves 2, Prryassu®®, Cur-
BAN " 8, Fava NeTTO & col.**, BriTO &
Fava NETTO %, MACKINNON %, CARBONNEL &
RopriGuEs ®, utilizaram esta espécie animal.
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referéncia da inoculagfio em cdes de material
proveniente de 3 casos de blastomicose, ao
lado da inoculagio em gatos, cobaios e ma-
cacos, sem qualquer sucesso na reproducio
experimental da doenca.

PEREIRA & VIANNA *8 inocularam com pus,
proveniente de um paciente de blastomicose,
diversas espécies animais e o clo por via
peritoneal. Referem que o cio morreu 21
dias ap6s a inoculagdo apresentando qua-
dro anatomo-patolégico semelhante aquele
do paciente que fornecera o material.

N&o encontramos na literatura, que pude-
mos consultar, outras referéncias sobre ino-
culacio experimental do Paracoccidioides
brasiliensis no cio.

Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Cién-
Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas

Departamento de Patologia e Clinica "Médica da Faculdade de Medicina Vete-

Instituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo da Universidade de Sdo Paulo,




MOS; E. N.; FAVA NETTO, C.; SALIBA, A. M. & BRITO; T. de -— Contribuicio ao estudo da

paracoccidioidomicose. II — Infeccdo experimental do cio.

232-237, 1974.

Rev. Inst. Med. trop. Sdo Paulo 16:

Tendo em vista o que ocorre na blasto~
micose norte-americana onde o cio ji foi en-
contrado infectado naturalmente centenas de
vezes e podendo, portanto, desempenhar im-
portante papel na epidemiologia da doenca,
resolvemos encetar pesquisas visando esclare-
cer o papel dos cles na paracoccidioidomi-
cose. Em trabalho anterior M6s & Fava
NEeTTo ** demonstraram.a ocorréncia de rea-
cbes soroldgicas positivas em cdes de Sao
Paulo e de Botucatu.

O presente trabalho visa contribuir ao as-
sunto, demonstrando a suscetibilidade dos
cdes & infecco experimental, bem como a
conversdo das provas sorolbgicas de negativas
a positivas em tais animais.

MATERIAL E METODOS

1. Cédes — Foram utilizados 14 cies de
procedéncia variavel, originalmente negativos
as reagbes de fixaciio do complemento e de
precipitacio em tubos, padronizados para a
paracoccidioidomicose por Fava NeTTO % *°,

2. Amostra de Paracoccidioides brasi-
liensis — Para a inoculagdo foi usada a
amostra S/N do Paracoccidioides brasilien-
sts, obtida da Micoteca do Departamento de
Microbiologia e Imunologia do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Séao
Paulo. Pelo cultivo a 37°C em meio de cul-
. tura proposto por Fava NETTO®, a amostra
foi transformada em variante cerebriforme.

. 3. Inoculagio experimenial — Catorze
cies foram inoculados por via intratesticular,
com 0,25 ml de suspensio de células leve-
duriformes, da amostra S/N de Paracocci-
dioides brasiliensis. As suspensbes foram pa-
dronizadas segundo o tubo 3 da escala de
McFarland.

4. Coleta de amostras de sangue — A
fim de pesquisar anticorpos circulantes nos
soros dos animais inoculados, os mesmos fo-
ram sangrados a 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,
10, 20, 30, 60 e 90 dias apds a inoculagho.
Os animais foram sangrados por via arte-
rial (artéria femural), para evitar hemdlise
‘retitando~se com seringa e agulhas bem se-
cas ¢ estéreis, 20 ml de cada. O sangue era
recolhido em tubos esterilizados de 15 x 150

mm e mantido & temperatura ambiente
durante duas horas, apés o que era guarda-
do na geladeira a 2-4°C até o dia seguinte
quando os soros eram separados esterilmen-
te. Estes eram em seguida conservados a
—20°C até o momento do uso, quando eram
inatives a 56°C durante 30’

5. Reacio de fixacdo do complemento —
Realizada pela técnica de WapsworTH, MaL-
TANER & MALTANER 2! como padronizada
por Fava NETTO % para o sistema paracocci-
dioidomicose, utilizando como antigeno, po-
lissacarideo extraido de' células levedurifor-
mes de varias amostras de Paracoccidioides
brasiliensts.

6. Reacido de precipitagio — Realizada
em tubos de ensaio, de acordo com técnica
descrita por Fava Nerro ! utilizando como
antigeno, o mesmo polissacarideo usado na
reacio de fixacdo do complemento.

7. Anatomia patolégica — Os animais
eram sacrificados por acio de choque elé-
trico (110 volis), obedecendo o esquema de
sacrificio, aos 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
20, 30, 60 e 90 dias apds a inoculagdo. Apds
o sacrificio eram necropsiados. Foram co-
lhidos fragmentos dos 6rgdos que apresenia-
ram lesdes suspeitas, Estes fragmentos fo-
ram fixados em formol neutro a 10% e no
ligiiido de Bouin, incluidos em parafina, cor-
tados em cortes de 5-6 “micra” de espessura
e corados pelos métodos de hematoxilina-
eosina e reativo de P.A.S. ’

8. Exame microscépico direto — Tanto
dos fragmentos de 6rgéos suspeitos como dos
testiculos foi feita a tentativa de encontro de
parasitas airavés de exame microscépico di-
reto. O exame consistia na deposi¢do da se-
crecio polpar dos oOrgdos e dos testiculos
lesados sobre lamina desengordurada, adicio-
nada ou ndo de uma gota de KOH a 30%
e coberta por laminula desengordurada exa-
minando-se ao microscépio com objetivas
secas. : '

RESULTADOS
1. Reagbes sorolégicas — Os resultados

obtidos pelo exame dos soros dos caes ino-
culados, podem ser vistos na Tabela I. De
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TABELA I

Resultados dos exames sorologicos realizados em 11 cies,

inoculados experimentalmente

Data Data .
N.o (Inoculaco) (Sangrias) RFC PP Data do sacrificio
2 9-05-1972 11-05-1972 32 —_— 11-05-1972
3 9-05-1972 12-05-1972 3,0 — 12-05-1972
4 26-05-1972 30-05-1972 3,2 —_ 30-05-1972
5 26-05-1972 31-05-1972 25,0 — 31-05-1972
6 09-05-1972 15-05-1972 82,0 —_ 15-05-1972
7 26-05-1972 02-06-1972 4,8 —_ 02-06-1972
10 01-02-1972 1Q—02—1972 125,0 —_ 10-02-1972
11 01-02-1972 10-02-1972 25,0 —
19-02-1972 15,0 — 19-02-1972
12 01-02-1972 10-02-1972 16,0 —
19-02-1972 44,0 —
29-02-1972 92,0 — 29-02-1972
13 01-02-1972 10-02-1972 36,0 -
19-02-1972 28,0 —
29-02-1972 36,0 —
28-03-1972 190,0 —_ 28-03-1972
14 01-02-1972 10-02-1972 15,0 —
19-02-1972 24,0 —
29-02-1972 123,0 —
28-03-1972 250,0 _—
28-04-1972 288,0 - — 28-04-1972
N9 = Numero do cé&o
PP = Reacdo de precipitacio
RFC = Reacdo de fixacio do complemento

acordo com esses resultados, os soros foram
sempre positivos para a reagdo de fixacio do
complemento e inteiramente negativos i rea-
¢do de precipitacdo. Salvo em duas ocasides,
0s sOros mostraram sempre um aumento con-

sistente em funglo do tempo, apés a inocula-

¢d0. As primeiras reagBes positivas aparece-
ram logo dois dias apds a inoculacio e man-
tiveram-se em titulo elevado até 90 dias a
contar do exame inicial. Os animais que
puderam ser mantidos por mais tempo apés
a inoculacfo experimental, apresentaram ti-
tulos de anticorpos fixadores do complemento
bastante elevados.

2. Estudo andtomo-patolégico — Os prin-

cipais achados microscépicos nos primeiros
dez dias sdo os mesmos assinalados por Fava

234

NerTo & col. * no cobaio conforme se se-
gue: No exame histopatolégico do testiculo,
24 horas apds a inoculagio observamos pro-
cesso ‘inflamatério agudo com infiltrado neu-
trofilico, acompanhado por edema e conges-
tdo acentuadas. O processo inflamatério
agudo se propagou para a circunvizinhanga,
atingindo o intersticio epididiméirio com as
mesmas caracteristicas. Os parasitas, dificil-
mente evidenciados, apresentavam-se em ni-
mero reduzido, sendo raras as formas em
reprodugfo. Apds 48 horas, da inoculacio
observamos que surgiu, de permeio aos neu-
tréfilos, nitmero maior de linfécitos e célu-
las histiocitarias de citoplasma baséfilo e
nticleo vesiculoso, havendo, portanto, tendén-

_cia & decaida do quadro agudo inespecifico.

A demonstracdo de parasitas ainda é dificil
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Este quadro se estende até aproximadamente
o décimo dia, quando enido verificamos, em
determinadas areas, formas tipicas de Para-
coccidioides brastliensis, em reproducdo. A
espermatogénese  apresenta-se parcialmente
preservada. O exame histologico do testi-
culo, apés 20 dias, mosirou que o mesmo
nio apresentava espermatogénese, com infil-
trado cronico mononuclear, ao lado de {ibro-
se difusa moderada e edema. O namero de
parasitas ja se apresenta menor, sendo difi-
cilmente demonstrados. Na proximidade do
epididimo a fibrose é acentuada, tendendo a
circunscrever pequenos abscessos ao lado de
4reas onde o processo inflamatério é mais
crénico, por células mononucleares, parti-
cularmente histiécitos e plasmécitos,  Apds
30 dias o processo torna-se eminentemente
cronico intersticial no testiculo, acompanha-
do de aspermatogénese.
por grandes actmulos de linfécitos, plasmé-
citos e centrados as vezes, por pequenos
agrupamentos de neutrdfilos. Parasitas séo
visiveis porém raramente. .Na periferia do
processo verificamos fibrose relativamente in-
tensa, acompanhada de modificagbes vas-
culares, particularmente,
parede de vasos de calibre médio. No exame
do testiculo inoculado hid 60 dias verificamos
aspermatogénese, apresentando no intersticio,
em focos, discreto infiltrado = inflamatério
cronico mononuclear. O processo é parti-
cularmente evidente na periferia, préximo
4 cipsula. Neste caso ndo encontramos gra-
nulomas nem a presenga de parasitas.

3. Exame microscépico direto — O exa-
me direto a fresco da secrecdo do tecido
testicular dos cies inoculados revelou a pre-
senca de parasitas a partir do terceiro dia
de inoculacdo, até o vigésimo, conforme se
pode verificar na Tabela II. Foi feito exame
também da serosidade polpar de génglios lin-
{aticos, sub-linguais, maxilares, axilares, me-
diastinicos e mesentéricos, nfo tendo sido
encontrados parasitas em nenhum dos casos.

DISCUSSAO

Verificamos acentuada discorddncia re-
lacionada com as reacgdes sorolégicas empre-
gadas. Enquanto a reagdo de fixacdo do
complemenio revelou-se positiva a partir de

Estad caracterizado

espessamento  de

TABELA T1I

Resultado do exame direto a frescO para a
pesquisa de parasitas no testiculo de cies
inoculados com P. brasiliensis

N.o Horas ou Dias Presenca de
céo apés a inoculacdo parasitas

1 24 horas —

2 48 horas —_—

3 72 horas —

4 4 dias +

5 5 dias ++

6 6 dias ++

7 7 dias +++

8 8 dias + o+

9 9 dias +4+
10 10 dias +++
11 20 dias +

12 30 dias —

13 60 dias —

14 90 dias —

dois dias apés a inoculagfio, a reacdo de pre-
cipitagfo foi negativa em todos os soros (Ta-
bela I). A inexisténcia de outras experién-
cias em cdes, usando tais reacbes como mé-
todos de diagnéstico, ndo nos permite tirar
conclusfo quanto & validade dos mesmos. Na
espécie humana, no entanto, a associacdo des-
sas duds provas sorolégicas permitiu revelar
anticorpos nos soros de 98,4% dos pacientes
de Dblastomicose sul-americana (Fava NET-
TO 1),

Embora o ntimero de soros examinados
ndo seja significativo, notamos que os anti-
corpos fixadores do complemento aparece-
ram ji dois dias apds a inoculagio (Tabela
I). Da anilise da evolugdo imunolégica, ve-
rificamos que os exames sorolégicos, suces-
sivos no mesmo animal, revelaram um au-
mento nos titulos de anticorpos fixadores do
complemento, exceciio feita a dois casos: os
caes de ntmeros 11 e 13, cujos titulos cairam

~de 25 para 15 e de 36 para 28 entre o dé-

cimo e o vigésimo dia apés a inoculago,
respectivamente. O estudo dos resultados dos
exames soroldgicos (Tabela I), mostra ndo
ter bavido uma correspondéncia perfeita com
o tipo de infec¢do localizada, uma vez que
seria de se esperar a elevacio ripida dos
anticorpos pela inoculagfio e desenvolvimento
da lesdo, assim como a sua queda, também
ripida, pela cura ou cicairizacio da lesdo.
Os resultados, porém, mostram que, ao invés
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de uma queda brusca dos anticorpos, com-
pativel com a concomitante cura clinica e
histopatol6gica, houve elevacdo dos anticor-
pos como se 0 processo caimninhasse para a
generalizagdo.
Pudemos observar a sensibilidade do co
a0 P. brastliensts, fato, alids, provado desde
1911 por Perelre & Viana 5. Notamos que
as inoculagfes por via testicular resultaram,
i semelhanga do que ocorre com. a cobaia
(Brito & Fava NETTO *), em doenca do tipo
localizado. Foi observada uma reacfo histio-
citaria precoce com tendéncia para aumento
do infiltrado neutrofilico. A supuracfo exis-

tente entre o sexto e trigésimo dias é depen-

dente, exclusivamente, do P. brasiliensis e,
nunca, devido a uma infeccio secundaria,
uma vez que nunca foram. encontrados, nas
preparacbes realizadas apds o sacrificio dos
animais, outros microrganismos. N&o verifi-
camos nenhum caso de fistulizagfo através da
pele ou por meio de ruptura testicular com
acimulos de material infectante, como foi
registrado no cobalo. Vinte dias apés a ino-
culagdo (Tabela II), notamos que o niimero
de parasitas encontrava-se em diminuicdo,
sendo que os mesmos parecem ter desapare-
cido aos 60 dias. Este fato pareceu-nos im-
portante, pois Fava NerTO & col. ™* observa-
ram parasitas, em cobaios, 193 dias apds a

inoculaco.

SUMMARY

Contribution fo the study of
Paracoccidioidomycosis. Il — Experimental
’ infection of the dog

" Intratesticular inoculation with a suspen-

sion of yeast phase of a strain of Paracocci-
dioides brasiliensis was perfomed in 14 dogs.
Before inoculation all of them had negative
serological tests for South American blasto~
mycosis. After the inoculation all of them

converted from negative to positive by ‘the

complement fixation test. By the precipitin
reaction it was not possible to demonstrate
this convertion. The etiological agent was
{found from 38 to 20'® days after inoculation
in the material obtained from the inoculated
testicle. ~ Characteristic histopathological le-
sions were also present. :
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The experimental infection of the dog tes-
ticle seems to have an expontaneous evolu-
tion to the cure although the titers of anti-
bodies in the infected dog serum increase
till 90 days after inoculation.
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