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RESUMO

Antigenos de Paracoccidioides brasiliensis tém sido isolados para melhor

compreensdo dos mecanismos de infecgéio da paracoccidioidomicose (PCM), principal doenca
fungica da América Latina. JBE (Jacalin Binding Exoantigen), uma fragdo antigénica de
leveduras de P. brasiliensis é caracterizada pela habilidade de se ligar a jacalina imobilizada,

O presente estudo mostrou a variabilidade dessa fracéio em 4 diferentes isolados de leveduras

de P. brasiliensis, BAT, DA, HE e MA, provenientes de pacientes com PCM. Houve

semelhanga no perfil cromatografico das amostras e maior variagdo no perfil de bandas de
JBE, de 70 € 190 kDa obtidas em SDS-PAGE. Os Isolados DA e BAT apresentaram maior
expressdo de banda de 70 em relagdo a HE, que apresentaram maior intensidade de banda de
190 kDa. Nao houve deteccdo de bandas da preparagdo JBE do isolado MA. Um estudo de
aspecto biolégico, abordado no presente trabalho foi adessio e fagocitose de leveduras de
Paracoccidioides brasiliensis por macrofagos peritoneais de camundongos BALB/c. Obteve-
se maior nimero de células fiingicas no ensaio com incubagio prévia das leveduras em N-
acetil-glicosamina. O conhecimento prévio que JBE possui bandas de 70 kDa capaz de
interagir especificamente com N-acetil-glicosamina, sugere que JBE esteja envolvida no

processo biologico de adesdo e fagocitose das leveduras de Paracoccidioides brasiliensis por
macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c.

Palavras-chave: Paracoccidioides brasiliensis, macréfagos, fagocitose.
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1-INTRODUCAO

L.1-  Paracoccidioides brasiliensis: Aspectos gerais ¢ defesa imunitaria

Paracoccidioides brasiliensis (SPLENDORE, 1912; ALMEIDA, 1930),
pertencente ao reino Fungi, filo Eumycota, classe Deuteromycetes, ordem Monialiales e
familia Monialiaceae (KONEMAN er al, 1997) é o agente etiologico da
paracoccidioidomicose (PCM), principal micose sistémica da América Latina (RESTREPO et
al., 1973).0 relato de doenca humana foi primeiramente feito por LUTZ (1908), que detectou
o fungo em lesdes da mucosa oral de dois pacientes, e chamou a atengio para o seu
dimorfismo.

Infecgdes naturais iniciam pela inalagsio de fragmentos miceliais ou de conidias. Estes
transformam-se em leveduras, no pulméo, poucas horas apos infecgdo, segundo observagdes
feitas em modelo experimental em camundongos (McEWEN er al., 1987). Virias
manifestagbes clinicas, patologicas e imunolégicas podem ser observados nos pacientes
infectados com PCM, incluindo desde infecgdes assintomaticas, compreendendo o maior
grupo de individuos infectados, até formas clinicas polares de PCM hiperérgica (ou
localizada) ¢ PCM anérgica ( ou disseminada). Nesta tltima forma, a partir de lesGes
pulmonares, ha disseminagdo para 4reas mucocuténeas, linfonodos e adrenais (FRANCO &
MONTENEGRO et al., 1984).

As manifestagdes da doenga estfio associadas a vérios fatores, alguns relacionados ao
parasita, como viruléncia e patogenicidade e outros ao hospedeiro, como susceptibilidade
genética a infecgdo e estado imunitdrio, sendo estes aspectos estudados em modelo
experimental (CALICH et al., 1985; CALICH et al, 1987) e observacdes clinicas
(RESTREPO et al., 1973; GOLDANI et al., 1990). Dentre os fatores proprios do fungo



capazes de aumentar sua patogenicidade, os mais freqiientemente mencionados sfo os lipides
¢ os polissacarideos (SAN-BLAS & SAN-BLAS, 1982; SILVA & FACIOLI, 1985) e, mais
recentemente, a glicoproteina de 43 kDa, o antigeno predominante em P. brasiliensis
(VICENTINI et al., 1994; LOPES et al., 1994).

A maior susceptibilidade de homens a paracoccidioidomicose reflete-se pela incidéncia

de 13 a 87 vezes maior da doenga em homens do que em mulheres (STOVER ef al., 1986,
KUROKAWA er al., 1998), o que ¢ atribuivel a um efeito inibitorio do estradiol sobre a

transformagdo de conidias e micélios de Paracoccidioides brasiliensis em leveduras
acarretando um retardo na adaptagio do fungo aos tecidos do hospedeiro (RESTREPO ef
al., 1984).

A correlacio positiva entre severidade da forma clinica apresentada pelo paciente e o
nivel de imunodepressdo foi mostrada por MOTA ef al., (1985) . MUSATTI et dl., (1994)
estudaram o desenvolvimento da resposta de hipersensibilidade tardia especifica a antigenos

do fungo, observando que os pacientes com PCM apresentavam comprometimento dos
mecanismos timo-dependentes ¢ que o grau de depressdo variava desde a total incapacidade
de responder a vérios estimulos até a normalidade da resposta.

O contato inicial de P. brasiliensis com o hospedeiro se faz através das células
fagociticas, que constituem um importante compartimento da defesa inata do organismo.
Observagdes experimentais mostram que a primeira resposta do animal infectado por P.
brasiliensis é um acimulo de neutréfilos nos locais onde estdo as células fungicas (McEWEN
et al., 1987). O contato entre leveduras e fagécitos ¢ facilitado pela ativagdo da via alternativa
do sistema complemento, que leva & opsonizagio das leveduras (SHIKANAI-YASUDA et al.,
1997). Componentes do préprio fungo podem promover a adesdo inicial ¢ a internalizagdo da
levedura por células fagociticas, como descrito para a gp 43 (ALMEIDA et al., 1998).

Segundo JIMENEZ & MURPHY (1984), as células exterminadoras naturais (NK)
seriam importantes na defesa durante as fases precoces da PCM. Depois da ativagdo inicial,
células NK parecem ser incapazes de controlar a disseminagio do fungo. A queda da
atividade NK, nos estagios mais tardios da infeccfio, estaria relacionada com as alteraces
imunorregulatérias proprias da PCM (PERACOLI et al., 1995).

Macréfagos murinos residentes fagocitam leveduras de P. brasiliensis e sio
permissivos quanto & multiplicagdo fungica intracelular, enquanto que macréfagos murinos
ativados restringem a multiplicagdo e destroem as leveduras ingeridas (BRUMMER et al.,
1989). Durante os estagios iniciais da infec¢fio por P. brasiliensis, a ativagdo de macrofagos
por altos niveis de TNF-a. limita a disseminago do fungo (PARISE-FORTES ef al., 2000).



Em camundongos, IFN-y ativa macréfagos que matam conidias P. brasiliensis através do

mecanismo de Oxido Nitrico-L-Argenina (GONZALES ef al., 2000). Para exterminio efetivo
de Paracoccidioides brasiliensis por mondcitos, o sinal de ativago inicial induzida por INF-y
€ necessdrio para estimular as células a produzirem TNF-o. (CALVI et al., 2003).

Os componentes antigénicos de P. brasiliensis participam na modulagio ou na ativagfio
de resposta por células mononucleares na PCM; IL-10 ¢ NO (Oxido Nitrico) podem ser
importantes na regulagdo in vitro da formagdo de granuloma. H4 uma intrigante relacio entre
0 decréscimo da produgdo de NO e o alto indice de granuloma (DINIZ et al., 2001). A
produgéio de NO correlaciona-se diretamente com a atividade fungicida dos macrofagos e
também com supresséo da resposta de células T especifica para antigenos de P. brasiliensis, o
que, paradoxalmente, favoreceria o agravamento da lesdo pulmonar da PCM (BOCCA et al,
1998).

KURITA et al., (1999) relataram que, embora ndo tenham atividade fungicida contra
leveduras de P. brasiliensis, neutrofilos humanos exercem um importante efeito fungistatico,
efeito este que é potencializado por IFN-y e pode desempenhar papel na resisténcia do
hospedeiro na fase inicial da infecg¢do por P. brasiliensis.

Neutréfilos de individuos sadios, segundo observagdo de alguns autores sdo capazes
de matar, in vitro, leveduras de P. brasiliensis (RESTREPO & VECEZ, 1975; GOIHMAN-
YAHR et al., 1981). Neutr6filos murinos normais, de acordo com o relato de MCEWEN et al,
(1987), ndo exercem atividade fungicida, mas quando elicitados com antigenos fungicos,
passam a matar leveduras. Outros demonstram que neutréfilos humanos ndo destroem
leveduras de P. brasiliensis, deficiéncia essa que foi comum frente a todos os fungos
dimérficos patogénicos, e inexistente frente aos oportunistas, fundamentando a proposta de
que a patogenicidade priméaria de fungos virulentos dimérficos dependa de sua resisténcia a
morte pelos neutréfilos (SCHAFFNER et al., 1986).

Como os neutréfilos dos pacientes mostravam-se capazes de matar e digerir Candida
albicans, os autores concluiram que a deficiéncia digestiva por eles apresentada é especifica.
Essa idéia foi reforcada por observagdo posterior de que neutréfilos provenientes de
familiares de pacientes com PCM digerem ¢ matam eficientemente o fungo (URQUIOLA e
al., 1993).

BAVA et al., (1991), estudando subgrupos de linfocitos T, observaram um decréscimo
no nimero de células CD4 e CD8, na forma aguda e cronica da infecgdo. MUNK et al.,
(1995) sugerem a participagdo das células T na determinagio de ativagdo policlonal de células



B; descreveram haver aumento na proliferagio de linfocitos B ¢ elevada produgdo de IgM e
IgG quando estas células foram estimuladas com o sobrenadante de células T v/8 infectadas
com P. brasiliensis.

Em geral, a combinagdo de anticorpos com antigenos especificos facilita a
neutralizagio ¢ eliminagdio de antigenos, correspondendo a um importante mecanismo de
defesa do hospedeiro. Entretanto, esses complexos podem se depositar nos tecidos e causar
injuria por ativagdo do complemento. Em PCM, estes complexos tém sido relatados, havendo
correlagéio positiva entre os niveis desses complexos com atividade da doenga e depressdo da
imunidade celular (ARANGO ef al, 1982; CHEQUER-BOU-HABIB er al, 1989).
Demonstrou-se in vitro que o fungo é capaz de ativar o sistema complemento através da via
alternativa, resultando num efeito opsonizante para fagocitose por macréfagos (CALICH et
al., 1979).

A detecgio de altos niveis de anticorpos séricos anti-gp 43 e anti-gp 70, nos mesmos
pacientes, reforgaram a idéia da existéncia de uma resposta Th2 na PCM, relacionada com a
incapacidade do sistema imunitario de controlar a infecgio (BERNARD, 1997).

Em camundongos, a produgio de IFN-y e IL-2 e a predomindncia da secregdo de
anticorpos IgG2a estdo associados com a resisténcia & P. brasiliensis. Em contraste a
producéo de baixos niveis de IFN-y e a produgdio precoce de elevados niveis de IL-5 e IL-10,
eosinofilia e a preferéncia por secretar IgG2b e IgA caracteriza a progressio da doenga em
animais susceptiveis (KASHINO er al, 2000). A alta expressio de citocinas anti-
inflamatérias (IL-10 ¢ TGF-B) na lesdo de pacientes com a forma juvenil da PCM representa
um mecanismo pelo qual o fungo invade o sistema imunolégico do hospedeiro, contribuindo
para a maior severidade e forma disseminada da doenca (NEWORAL ef al., 2003).

Pacientes com a forma jovem da doenga mostram significantemente altos niveis de IgE
¢ comparado com pacientes com as formas adultas. A IgE decresce quando as condig¢des
clinicas do paciente melhoram. A detecgio da IGE especifica no soro de pacientes &
dificultada pela competi¢io com IgG (MAMONI ef al., 2001). Alguns grupos de pacientes
com PCM crénica produzem altos niveis de IgG4 e IgE contra P. brasiliensis, ¢ baixos niveis
de IgG1. IgG4 e IgE poderiam ser usados como marcadores da severidade da doenga e do
prejuizo da imunidade protetora (MAMONI, et al., 2002).

Ha baixa eficiéncia das células dendriticas e macréfagos na estimulagfio de células T

que secretam linfocinas Thl in vitro, este processo pode estar envolvido na progressdo da
doenga in vivo (ALMEIDA & LOPES, 2001).



Outra caracteristica da imunidade durante a infecgdo por P. brasiliensis ¢ a depressio
da resposta mediada por células T, que tem sido atribuida a diversos mecanismos,
relacionados a fatores séricos produzidos pelo hospedeiro (COSTA e al., 1983), anticorpos

especificos (CASTANEDA, 1985), complexos imunes ¢ populagdes de células supressoras
(SUGIZAKI er al, 1999). Céllas fagociticas mononucleares participam da reagio

granulomatosa da PCM, que envolve ainda células epitelidides e gigantes multinucleares,
matriz extracelular organizada (KERR ef al., 1988), além de linfocitos T e outras células

(MOSCARDI-BACHI et al., 1989). Pacientes com PCM aguda apresenta a forma clinica mais
severa da doenga e o padrdo da resposta granulomatosa difusa esta associada com a supressdo

de células T (DINIZ et al., 1999).
Ainda um mecanismo relacionado a nfio responsividade de linfocitos T a antigenos na

paracoccidioidomicose foi analisado por CAMPANELLI et al., (2003), sugerindo que a via
Faz-FasL ¢ uma interagdo que aumenta o nivel de apoptose dessas células. E que, ainda o

bloqueio de CTLA-4 e FasL resultou no aumento da produgdo de IFN-y. Outro estudo,
realizado por SOUTO ef al., (2003), mostraram o efeito imunossupressivo induzido por P.

brasiliensis, em camundongos infectados experimentalmente, com capacidade de invadir o
timo e induzir atrofia severa com significante redugdio da 4rea cortical, e esta atrofia foi

ocasionada por um aumento de 8 vezes no indice de apoptose de células nesse orgdo.

1.2 - Antigenos de Paracoccidioides brasiliensis.

Paracoccidioides brasiliensis, como outros parasitos eucariotas, expressam VAarios
componentes antigénicos na superficie, reconhecidos por anticorpos do soro de pacientes ou
de animais imunizados. Sendo um fungo dimérfico, o P. brasiliensis apresenta duas fases
morfolégicas distintas, que sdo importantes na defini¢o de sua biologia. A forma fiingica e
micelial, que s3o bioquimicamente diferentes entre si, mas muitos componentes antigénicos
s30 expressos em ambas as formas, com diferencas quantitativas. Relatata-se a predominincia
de polissacarideos, com a presenca acentuada de quitina, beta 1-3 glucana e galactomanana na
fase de micélio e quitina, alfa 1-3 glucana na fase de levedura (KANETSUMA et al., 1969;
KANETSUMA, 1972).

Os procedimentos para obtengdo de componentes de P. brasiliensis sio de dois tipos
principais. A coleta de sobrenadante da cultura em meio liquido, apés filtragdo, proporciona a

preparacdo de exoantigenos fiingicos, o tratamento quimico ou ruptura mecénica das células



fiangicas, fornecendo antigenos somdticos e metabolicos (YARZABAL, 1982; NEGRONI,

1968; CAMARGO ef al.,1988).
Polissacarideos predominam na parede celular fingica. Eles tém sido objeto de

numerosos estudos que tém mostrado que a-glucana € o principal polissacarideo da parede de
leveduras, formas estas que apresentam apenas tragos de B-glucana. Ja na parede micelial, 2
B-glucana é a unica glucana presente. Isso tem suscitado a hipotese de que a transformagéo
dimérfica de P. brasiliensis exija um controle rigoroso da sintese de glucanas. A presenca o.-
glucana tem sido associada a viruléncia fiingica (HOGAN & KLEIN, 1994). Polimeros que
fazem a mudanca de B-glucana para o-glucana evitam que P-glucana cause resposta
inflamatoria (BORGES-WALMSLEY et al., 2002).

Preparagbes antigénicas obtidas da parede celular fingica, ricas em carboidratos,

foram e tém sido utilizadas em testes de fixagdo do complemento, em reacdes de precipitacdo
em meio liquido e em testes cutineos nos pacientes com PCM (FAVA-NETTO &
RAPHAEL, 1961; FAVA-NETTO, 1976). RODRIGUES & TRAVASSOS (1994)
identificaram corresponder a uma glicoproteina de 43 kDa. O estudo imunoquimico mais
completo do antigeno de Fava-Netto foi feito por immunoblot, verificando-se que bandas de
massa molecular variada eram reconhecidas por soros de pacientes com PCM; as de 90 ¢ 30
kDa eram as bandas reconhecidas com maior freqii€ncia por soro de pacientes com PCM
(MENDES-GIANNINI et al., 1995).
E interessante observar que varios imundgenos isolados de P. brasiliensis,
constitutivos ou secretados, sdo compartithados por outros fungos patégenos, tais como:
Histoplasma capsulatum, Cryptococcus neoforms, Blastomyces dermatitides, ocorrendo
reagdes cruzadas em testes cutineos e testes sorologicos (ANDRIEU, 1969; YARZABAL et
al., 1973). BURGOS et al., (1985) purificaram por cromatografia e analisaram por SDS-
PAGE, antigenos sométicos da cepa 339 que davam origem a reagdo especifica na
imunodifusio, isolando duas fragdes protéicas de 66 e 95 kDa. Utilizando outra cepa, houve
revelagio por Imunoblot das fragdes de 45 e 48 kDa como especificas para PCM, havendo
vérias outras fragdes com reagdes cruzadas com SOTos de pacientes com histoplasmose,
candidiase e aspergilose (CASOTTO, 1990).
A gp 43, quanto a sua fungdo (CARMONA et al., 1995), e principalmente quanto a
sua estrutura tem sido o methor antigeno caracterizado. A gp 43 foi identificada numa fragdo

glicoprotéica do filtrado de cultura de sete dias de leveduras da cepa 339 separada por



cromatografias de exclusdo e de afinidade 4 Sepharose®-Concanavalina A. (PUCCIA et al.,
1986)

A analise eletroforética dessa fragio revelou trés principais componentes, de massas
moleculares 43, 55 e 72 kDa (PUCCIA ef al.,1986). O isolamento da gp 43 foi procedido por
imunoafinidade, em coluna com um dos seguintes anticorpos imobilizados: 1gG do soro de
pacientes com PCM (PUCCIA et al., 1986), IgG de coelho anti-gp 43 (PUCCIA et al., 1991)
¢ monoclonal anti-gp 43 (PUCCIA er al., 1994). A expressdo da gp 43 ¢ variavel nas
diferentes formas do fungo, dependendo do isolado de P. brasiliensis utilizado. Néo se
conhecem as implicacdes dessa expressdo fase-especifica da gp 43 (MATTAR-FILHO et al.,
1997). Um estudo realizado por POPI ef al., (2002), demonstrou que a gp 43 inibe a atividade
fungicidla de macréfagos da linhagem B.10 (camundongos susceptiveis) e A/SN

(camundongos resistentes).
O segundo antigeno protéico de P. brasiliensis mais estudado tem massa molecular de

58 kDa e foi descrito por FIGUEROA et al. (1995). Esse antigeno foi identificado pela
reatividade, detectada através de ensaio imunoenzimatico, de filtrado de cultura com um
painel de anticorpos monoclonais, especificos para P. brasiliensis. Ha indicagdes quimicas de
que a gp 58 tenha oligossacarideo O-ligado a cadeia polipeptidica. Utilizando anticorpos
monoclonais que reconhecem o antigeno de 58 kDa, esse componente foi detectado, por
imunohistoquimica, no citoplasma de ambas as formas, micélio ¢ levedura, de P. brasiliensis,
bem como em sec¢des de amostras de tecidos coletadas de pacientes com PCM. Através de

western blot, verificou-se que a gp 58 é reconhecida pela maioria (81%) dos soros de PCM

testados.
O mesmo laboratério que estudou o antigeno de 58 kDa descreveu, dois anos apés, o

uso do painel de anticorpos monoclonais anti-P. brasiliensis na identificagdo de um
componente fiingico de massa molecular 87 kDa. O anticorpo monoclonal que reconhece

deteccdio do antigeno de 87 kDa no soro de pacientes com PCM (GOMEZ et al., 1997). O
ensaio revelou-se aplicadvel ao acompanhamento dos pacientes, uma vez que os niveis de
antigenemia detectados correlacionaram-se com a evolugfio do quadro clinico, antes e ap6s a
institui¢do da terapéutica (GOMEZ et al., 1998).

BURGOS et al. (1985), purificaram por cromatografia e analisaram por SDS-PAGE,
antigenos somaticos da cepa 339 que haviam sido identificados como responsaveis por reagdo

de imunodifusfio especifica da PCM. Duas fragdes protéicas foram isoladas, de massas

moleculares 66 e 95 kDa.



CASOTTO (1990), utilizando outro isolado de P. brasiliensis, revelou no imunoblot
componentes de 45 e 48 kDa, que considerou especificos da PCM; paralelamente, revelou
vérias outras fracdes que tinham reatividade cruzada com soro de pacientes com
histoplasmose, candidiase ¢ aspergilose. N&o se pode excluir a correspondéncia entre os
antigenos estudados e a gp 43, sugerida pelas massas moleculares préximas e as proprias

caracteristicas dos materiais estudados.

1.3 - Interagdes Lectinas-Carboidratos na relagéo entre parasito e hospedeiro

O termo lectina (do latim legere, escolher) foi variavelmente descrito desde sua
primeira denominagdo, por Boyd & Shapleigh (1954). Segundo GOLDSTEIN et al. (1969), as
lectinas representam uma classe de glicoproteinas de origem néo imune que se ligam
especificamente a carboidratos, com capacidade de aglutinar células ou precipitar conjugados.
Além de especifica, se liga de forma reversivel. Embora as lectinas sejam conhecidas por
mais de cem anos, a idéia de que elas possam mediar fen6menos biologicos pelo
reconhecimento de moléculas ¢ recente, e, adotando as descrigdes das diferentes propriedades
das lectinas, pode-se defini-las, segundo ROQUE BARREIRA (1985), como: “proteinas
ligantes de carboidratos, néio anticérpicas, ndo enziméaticas, que se ligam de modo reversivel e
especifico a mono e oligossacarideos”.

Foi demonstrado que estas proteinas ndo estdo confinadas as plantas, mas estdo
distribuidas ubiqiiamente na natureza, aparecendo freqiientemente na superficie de células,
onde estdio estrategicamente posicionadas para combinar com carboidratos nas células
vizinhas. De forma interessante, as lectinas distinguem nfo somente entre diferentes

monossacarideos, mas também diferentes oligossacarideos (SHARON & LIS, 1983).

A especificidade das lectinas para as glicoproteinas depende tanto dos agucares
envolvidos quanto do acesso dos oligossacarideos das cadeias. Oligossacarideos O-ligados em

proteinas de superficie celular proporcionam estruturas adequadas ao estabalecimento de
interagdes celulares, incluindo as que ocorrem entre parasitas e hospedeiro. Sdo dois os tipos
de oligossacarideos conhecidos que se ligam as proteinas: oligossacarideos N-ligados, que se
iniciam com residuos asparagina, e os O-ligados, que so cadeias mais curtas, freqiientemente

terminando em NGal ou 4cido silico e iniciados por residuos de serina e treonina (VARKI ef
al.,1999).



Interagdes lectina-carboidrato representam papel crucial na especificidade dos
processos de adesdo celular. Estas interagdes tém sido evidenciadas em processos infecciosos
por virus, bactérias, fungos e protozodrios, na simbiose de plantas com bactérias, na
diferenciagdo celular, formagio de 6rglos, migracio de linfocitos e metastases (SHARON &
LIS, 1989). Oligossacarideos O-ligados em proteinas de superficie celular proporcionam
estruturas adequadas ao estabelecimento de interagdes celulares, incluindo as que ocorrem
entre parasitas e hospedeiro (VARKI et al., 1999).

Tem-se descrito alguns componentes de fungos com cariter lectinico ou mesmo
glicoconjugados que tém exercido papéis importantes na interagio com o hospedeiro. Uma
adesina de Cdndida glabrata que reconhece asialo-lactosil esta envolvida na aderéncia do
fungo a células epiteliais humanas (CORMACK et al., 1999 ). Em Candida albicans, uma
adesina-lectina like estabelece a interagdio com residuos de fucose em células do hospedeiro,
na porgdo germe-tubo de hifas (VARDAR-UNLU er al., 1998). Cryptococcus neoforms
apresenta uma manoproteina envolvida na resposta imune mediada por células (PITZURRA
et al., 1997)

Tem-se isolado diferentes antigenos de variadas preparagdes de culturas de P.
brasiliensis para uma melhor compreensdo dos mecanismos de invasio ¢ patogenicidade
(BLUMER et al., 1984; FREITAS DA SILVA e ROQUE BARREIRA, 1992).

1.4- Exoantigeno glicosilado de Paracoccidioides brasiliensis

Estudos recentes indicam que o P. brasiliensis secreta em cultura de leveduras um
componente que interage com a lectina jacalina imobilizada em Sepharose, e ¢ eluido por D-
Galactose. Anilise dessa preparagdo, cluida da coluna com D-Galactose 0.4M, por SDS-
PAGE, mostrou a existéncia de bandas de 190 e 70 kDa e denominou-se tal preparagio como
JBE (Jacalin Binding Exoantigen). Este exoantigeno est4 presente em pequenas quantidades
no fungo, mas tem alta imunogenicidade, uma vez que foi reconhecido por todos os soros de
pacientes testados e suscitou intensa produgdo de anticorpos especificos em camundongo
imunizado com o glicoconjugado. Estes mesmos anticorpos proporcionaram fluorescéncia
positiva, visivel apenas na superficie celular, quando incubados com as leveduras, seguindo-
se contato com anticorpos de cabra anti-IgG de camundongo conjugados ao isotiocianato de
fluoresceina (GENNARI-CARDOSO, 2000).
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O estudo cinético dessa preparagdo mostrou que o maximo de JBE liberado em
cultura de meio liquido ocorre aos 21 dias, quando essa fragfio corresponde a 1,67 % das
proteinas fingicas secretadas. Estes componentes foram reconhecidos por anticorpos de
coclho gerados por imunizagio com a banda de 190 kDa excisada de géis SDS-PAGE,
Nenhum outro componente de preparagdo bruta de exoantigeno foi reconhecido pelos
anticorpos anti-banda de 190 kDa (GENNARI-CARDOSO, 2000).

Das bandas existentes na preparagio JBE, observou-se, no componente de 70 kDa,
capacidade de ligagiio especifica com N-acetil glicosamina, através de cromatografia com
esse aglcar imobilizado. Demonstrou-se nesse mesmo estudo, por imunolocalizagio, a
presenca de tais componentes, na sua grande maioria, na superficie do fungo (GENNARI-
CARDOSO, 2000).

A variabilidade antigénica em diferentes isolados determinada para outros antigenos
de P. brasiliensis, como gp 43 (MATTAR-FILHO et al., 1997), motivou-nos a analisar a
presenca de JBE em isolados de leveduras de P. brasiliensis, provenientes de pacientes com
paracoccidioidomicose (PCM).

Outro aspecto abordado, em fun¢do da interagio de JBE de P. brasiliensis com
jacalina, indicativa da ocorréncia de O-glicosilagio, e presenga de componente de 70 kDa
com caréter lectinico , propusemo-nos a estudar esta fragfio, postulando que a mesma pudesse

atuar na interagéo do parasito com células do hospedeiro.
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2- OBJETIVO

* Caracterizar a presenga de JBE em diferentes isolados de leveduras de P. brasiliensis de
pacientes com PCM.
® Analisar a possivel interagio de JBE, in vitro com macréfagos peritoneais de

camundongos BALB/c, através de ensaios de adesdo e fagocitose e inibigdo por N-acetil-
glicosamina.
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3- MATERIAL E METODOS

3.1 - Obtencio da fracio antigénica JBE:

3.1.1- Preparo das amostras de Paracoccidioides brasiliensis -
Foram utilizados um isolado de P. brasiliensis, recuperado de lesdes de pacientes com

PCM. O isolado BAT foi proveniente de paciente atendido no Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo (HC-FMRP-USP)

gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Roberto Martinez. Os fungos foram mantidos a 35- 37 °C
em meio sélido Sabouraud-Dextrose-Agar, com repiques quinzenais ou mensais, conforme o

crescimento e utilizagdo posterior.

3.1.2- Condigdes de Cultivo das leveduras de Paracoccidioides brasiliensis em meio liquido:

As leveduras de P. brasiliensis foram cultivadas em meio liquido F-10 (GibcoBRL),

enriquecido com 1.2 g de NaHCO; (PM: 84.01) e 0.05 M de D (+) Glucose Anidra (PM:
180,16), conforme adaptagdo procedida em nosso laboratério. Apds sete dias de crescimento
em meio de Sabouraud-Dextrose-Agar, foram feitas as contagens microscopicas das unidades
fingicas da massa de leveduras, proveniente de um tubo de cultura de 12,5 mL, utilizando
uma cimara de Newbauer (Weber Scientific International, Lancing, Sussex, England). O

volume total desse homogeneizado foi inoculado nos frascos de cultura de 200 mL, contendo
50 mL do meio liquido F-10 e mantido a 35 °C numa cimara giratéria a 70 rpm (Forma

Scientific, Inc — Model 4518 S/N 16162), por sete dias. Apés este periodo, nova contagem das
unidades fiingicas foram efetuadas para verificar o crescimento das leveduras, foi feito um

repique com um volume que corresponde a 1.8 x 10° células para outro frasco Erlenmeyer de
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200 mL, contendo 50 mL do meio liquido F-10 e incubado nas mesmas condi¢des acima

citadas. As culturas foram paralisadas no 7°dia para processamento do sobrenadante ¢
obtengdo de exoantigenos. A viabilidade fiingica foi observada qualitativamente, durante a

contagem das células fiingicas, através da observagio de presenca de luminosidade nessas

formas, em microscopia ética.

3.1.3- Obtengdio do sobrenadante de cultura de Paracoccidioides brasiliensis:

Apbs o periodo de cultivo de cada cultura, as células fungicas foram mortas através do
contato com tiomersal , na concentragdo de 0,2 g/L, durante uma noite a 4 °C. A cultura foi

entdo centrifugada por 10 minutos a 500 x g e o sobrenadante da cultura filtrado em papel de
filtro Whatman n° 3 (Whatman International Ltda.-Maidstone, England), Foi adicionado o

inibidor de protease PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonil - Sigma Chemical Co, St. Louis) em
1mM em Etanol PA. Posteriormente o sobrenadante foi concentrado em membrana MWCO:

6-8.000 (Spectra/Por®) contra sacarose até a obtengdo de aproximadamente 5 mL que foi
submetido a 3 dialises sucessivas contra 1800 mL de PBS (pH 7.2). Essa preparagdo do

sobrenadante da cultura foi armazenada a -20 °C para posterior obtengdo da fragdo JBE.

3.2-  Caracterizagdo fisico-quimica da fragfio antigénica JBE:
3.2.1- Cromatografia de afinidade do sobrenadante da cultura dos isolados de P. brasiliensis De

pacientes com PCM em coluna de Sepharose®-jacalina:

Foram aplicados 2,5 mL da preparagio (5 mg) em uma coluna de 5 ml de leito de
Sepharose®-jacalina, equilibrada com PBS (0.01M pH 7.2). O material foi incubado por 6 a 8
horas, a 4°C, sob agitacdo lenta e constante. O material ndo ligante a jacalina foi eluido com

50 mL de PBS (pH 7.2), coletando-se fragdes de 2.5 mL cada uma até obter-se leitura de
D.0.(280nm) menor ou igual a 0.03. A fragfo ligante a jacalina foi eluida com solugdo de

PBS contendo D-galactose 0.4 M, também coletou-se fracdes e D.O. estipulada
anteriormente. Este material foi concentrado em membrana MWCO: 6-8.000 (Spectra/ Por®)

contra sacarose até o volume de 3 mL quando entdo foi passado por 3 didlises sucessivas
contra 1800 mL de PBS (pH 7,2). O material final foi concentrado e dialisado em filtros

CENTRICON: 30.000 (Pharmacia, Sweden) a 2205 X g, a 4 °C. Para cada 100 mL (50mg) de
cultura liquida, com bom rendimento da coluna, foi obtido 100 pg de JBE.
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3.2.2- Dosagem protéica da fragio JBE
A dosagem protéica do material cromatografado foi determinada pela leitura de DO,
dividido por 10 vezes. Por determinagao prévia de contetido de aminoacidos na fracao JBE,

foi determinado que a massa protéica correspondia a um valor 10 vezes menor que a DO.

(Lowry et al., 1951)

3.2.3- SDS - PAGE

O perfil protéico das amostras de exoantigenos dos isolados de P. brasiliensis foi
analisado em Gel de Eletroforese de Poliacrilamida em Duodecil Sulfato de Sodio (SDS-
PAGE), de acordo cm LAEMMLI (1970), 2 8 %, em condicdes desnaturantes e edutoras.

O gel de separagéio foi preparado utilizando-se Tris-HCl (Sigma) 0,375 M, pH 88,
SDS (Sigma) 1% EDTA (Acido etilenodiamino tetra-acético, Quimibras) 2 mM, solugdo de
acrilamida a 30 % e bis-acrilamida a 0,8% (Pharmacia-KLB, AB, Bromma,Suécia), TEMED
(N,N,N,N-Tetrametil-etilenodiamino, Pharmacia-KLB) 0,125 % e APS (Persulfato de
amonio, Pharmacia-KLB, AB) 0,125%.

Para preparacio do gel de empilhamento, foram utilizados Tris-HCI 0,125 M, pH 6,8,
SDS 0,1%, EDTA 2 mM, solugdo de acrilamida/bis-acrilamida a 5 %, TEMED 0,125 % ¢
APS 0,125 %.

O tampéo de Corrida (pH 8,3) consistiu de glicina (Sigma) 0,19 M, Tris (Sigma)
0,025M, SDS (SIGMA) 0,075 % e EDTA (Quimibrés) a 1,9 M.

As amostras foram diluidas em Tampao de Amostra, a 13 pg por pogo, contendo Tris-
HC10,1 M, pH 6,8, SDS a 4 %, Azul de bromofenol a 0,2 % e glicerol a 20 % e submetidas a
um aquecimento de 95 °C (Termobath ALB64-Finemould Precision Ind., Co., Seul, Coréia)
durante 3 minutos, sendo posteriormente aplicadas aos pogos na concentragao de 13 pg/pogo.
Paralelamente s amostras, foram aplicados os padrdes de peso molecular Wide Range
(Sigma) e Rainbow (Amersham Life Science, Little Chalfont, Inglaterra).

O sistema foi preparado em aparelho apropriado para mini-gel (SE 215 Mighty Small
Multiple Caster, Hoefer Pharmacia Biotech Inc., San Francisco, EUA), e conectado a um
gerador (Electroforesis Power Suply EPS 301 — Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala,

Suécia) e submetido a uma corrente constante de 20 mA para a migra¢fio das proteinas por

aproximadamente 1 hora e 30 minutos.
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A coloragdo do gel foi realizada de acordo com a técnica descrita por FRIEDMAN

(1962), onde o gel foi inicialmente imerso em um recipiente contendo solugdo fixadora
(metanol 50 %, acido acético 12 % ¢ formaldeido 0,05 %) por 2 horas a temperatura

ambiente, e posteriormente incubado em ctanol 50 % durante 20 minutos por trés vezes e pre-

tratado com tiossulfato de sodio (Quimiobras) 0,02 % por 1 minuto. Em seguida o gel foi
incubado em 50 mL de solugdo de nitrato de prata (Labsinth, Diadema, Brasil) a 0,2 %
acrescido de Formaldeido 0,003 % em cémara escura por 20 minutos. Para revelar as bandas
protéicas, foi utilizado 50 mL de solugdo contendo Carbonato de Sodio (Ecibra Ind.

Brasileira, S3o Paulo, Brasil) 6 %, formaldeido 0,0005 % e tiossulfato de sodio 0,02 % ¢ para

interromper a reagdo, uma solug@o contendo metanol 50 % e 4cido acético 12 % foi utilizada.

O gel foi finalmente digitalizado em Scanner HP PrecisionScan LTX, versdol.2.
(Hewlett Packard, Co.), fixado entre duas folhas de papel celofane e seco a temperatura

ambiente por 18 horas.

3.3- Ensaios biologicos com a fragio antigénica JBE:
3.3.1- Obtengfio de macrofagos peritoneais em camundongos:
Para cada experimento, dois camundongos machos BALB/c, pesando 20g, receberam

intraperitonialmente, 1 mL de meio tioglicolato de Sodio 3 %. Apos 3 dias, foram injetados 3

ml, de solugio de RPMI incompleto, em cada animal pela mesma via. Foi feita uma leve
movimenta¢do abdominal em cada animal e aspirado o lavado peritoneal. Os macr6fagos

foram lavados com Tampfo de Lise, sob agitagdo lenta, a 2205 x g, e refrigerada durante

cinco minutos. O sobrenadante foi descartado, ¢ as células lavadas com 5 mL de RPMI

incompleto por animal, durante cinco minutos. Os macréfagos foram ressuspensos em 1 mL
de RPMI acrescido de 10% de SFB por animal. 200 pL dessa solugdo com macréfagos foi

corada com cristal violeta, contados em uma camara de Newbauer (Weber Scientific

International, Lancing, Sussex, England). A quantidade desejada foi de 5 x 10° macréfagos
por laminula, e atingindo esse padrdio, a solugdo foi colocada em triplicata em laminulas
redondas de 13mm contidas em placa de poliestireno de 24 pogos. O material foi colocado em

estufa de COy a 5%, 37 °C durante quatro horas. Apos, as células foram lavadas com PBS
estéril, para a retirada das células ndo aderentes. Em seguida, foi acrescentado 500 pL de
meio RPMI completo com 10% de SFB, a 5% de CO, 4 37° C e permaneceram 24 hs em
repouso para estabilizagdo das células aderentes. Para cada parfmetro estudado, foram

preparadas 3 laminulas.
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3.3.2- Obtencdo de Paracoccidioides brasiliensis
Os fungos foram colocados em frascos de cultura de 200 mL, contendo 50 mL do
meio de cultura F-10 e mantido numa cdmara giratoria a 80 rpm (Forma Scientific, Inc-Model

4518 S/N 16162) por sete dias. Ap0s este periodo, os fungos e as unidades fungicas foram
colocadas na centrifuga a 1500 rpm durante 5 minutos, separados, € 0 sobrenadante usado

para a realizagdo de cromatografias. Aos fungos, cuidadosamente, foram acrescentados
0.00153 g de fluoresceina diluida em tampéo carbonato (NaHCO3), 0.5 M, pH 9.5 e colocados
em rotagdo constante a 4° C durante 24 horas. Seguida a marcagdo, os fungos foram lavados

exaustivamente com 2 mL de PBS estéril para a retirada do excesso de fluoresceina.

3.3.3- Incubagdo das leveduras com N-acetil-glicosamina:

Apbs marcagdo com fluoresceina, as leveduras foram ressuspensas em 2 mL de RPMI
incompleto e esta quantidade foi dividida em duas aliquotas, ¢ a uma delas foi adicionada

50mM de N-acetil-glicosamina incubando os fungos por 4 horas a 4° C. Lavagens sucessivas
com PBS estéril foram feitas nessa aliquota para a retirada do excesso de N-acetil-
glicosamina. Os fungos foram contados e adequados a uma proporgdo de seis fungos para um

macréfago. Cada aliquota foi ressuspensa em 1 mL de RPMI a 10% de SFB e este material foi

reservado para o ensaio de adesdo ¢ fagocitose

3.3.4- Ensaios de adesdo e fagocitose
Apés o preparo dos macréfagos peritoncais de camundongo BALB/c, conforme
descrito no item 3.2, as células fingicas foram adicionadas aos pogos da placa de

poliestireno. Para o ensaio de adesdo, esta solugdo contendo as leveduras e macrofagos foi
deixada em estufa a 5% de CO; a 37° C durante uma hora e meia ¢, as laminulas lavadas com

PBS estéril, fixadas em élcool metilico a 40C durante 10 minutos, lavadas com agua
bidestilada. Para permeabilizagéo das células, foi adicionado triton X-100 (0.5%) diluido em

PBS durante 30 minutos, lavadas novamente com agua bidestilada, coradas com Azul de
Evans 0.1% durante 30 minutos. Em seguida, as laminulas foram lavadas com PBS estéril e

apos secas foram colocadas com a face impregnada com células para baixo em laminas de
vidro com uma gota de solugdo de Glicerina (N-Propil Galato em Glicerol) e vedadas com

esmalte.
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Para o ensaio de fagocitose, as leveduras permaneceram incubadas com os macréfagos

por 24 horas. Apos esse periodo, as laminulas foram preparadas para o processo de fixagdo e
coloragio do material para verificar a fagocitose, conforme os mesmos procedimentos citados

no paragrafo acima. As laminulas foram analisadas em microscépio de imunoinfluorescéncia

em conjunto com luz branca, para obtenc¢éo de contraste de coloragdo.

3.4- Normas de biosseguranca

Todos os procedimentos de coleta, manuseio de materiais biologicos € dos reagentes,
bem como a utilizacio de equipamentos foram realizados de acordo com as normas de
biosseguranca compativeis segundo CHAVES-BORGES & MINEO (1997).
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4-RESULTADOS

4.1- Presenca de JBE nos diferentes isolados de cultura liquida de leveduras de P.

brasiliensis

Foram obtidos quatro isolados de leveduras de Paracoccidioides brasiliensis, para
verificar a presenca de JBE no sobrenadante de cultura de leveduras dessas amostras.

Inicialmente, foi obtido o isolado BAT proveniente de paciente atendido no Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo (HC-
FMRP-USP. Esse isolado, foi cultivado em meio de Negroni modificado (CAMARGO et al.,
1988) ¢ ja havia sido detectado a presenca de JBE.

Em colaboragiio com o Mso. Thomaz Aquino Cardoso, foram obtidos outros trés isolados,
denominados: HE, DA e MA provenientes de pacientes atendidos no Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Uberlandia (HC-UFU). Foi utilizado outro meio de cultura, denominado
F-10 (GibcoBRL), enriquecido com 1.2 g de NaHCO; (PM: 84.01) € 0.05 M de D (+) Glucose
Anidra (PM: 180,16), conforme adaptagdo procedida no Laboratério de Imunologia da

Universidade Federal de Uberlandia.
Sabe-se que P. brasiliensis cultivado em meio liquido libera exoantigenos altamente

glicosilados (FRANCO et al., 1984) assim, sobrenadantes de cultura correspondem a preparagdes
adequadas para isolamento de componentes fingicos pela interagdo com lectinas. O principal
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exoantigeno de P. brasiliensis, a gp 43 kDa foi isolada inicialmente a partir do sobrenadante de
cultura de 7 dias da cepa 339, separada por coluna de afinidade a Sepharose®- ConA (PUCCIA et
al., 1986, lectina capaz de reconhecer oligossacarideos N-ligados.

Conforme mostra a Figura 3, obteve-se a presenca de JBE nos isolados de DA ¢ HE, a
(Pista B e C, Figura 3). Apesar da banda de 190 kDa ter sido mais proeminente do que a de

70 kDa na preparagio JBE do isolado HE (Pista C — Figura 3), houve semelhanga desses
isolados com a preparagdo JBE obtida do isolado BAT (Pista D — Figura 3). Néo houve

detecgdo de JBE na preparagdo proveniente do isolado MA. Quanto a0 perfil cromatografico
das preparagles provenientes dos diferentes isolados em que detectou-se JBE, houve

semelhanca a preparagdo do isolado BAT, conforme indicado na Figura 1.
A presenca de JBE no sobrenadante de cultura de leveduras de P. brasiliensis em meio

liquido Negroni Modificado foi semelhante a JBE obtida a partir do sobrenadante de cultura
de leveduras em meio F-10, conforme mostra a Figura 2. Porém, no meio de cultura F-10, sete
dias foram suficientes para obtencdo de JBE e no meio de Negroni Modificado foram

necessérios 21 dias de cultivo para obtengdo de JBE.
4.2 - Ensaio de adesdo e fagocitose em presenga N-acetil-glicosamina.

Quanto aos ensaios de adesdo ¢ fagocitose de leveduras de P. brasiliensis por
macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c, pela analise qualitativa em microscopia de
fluorescéncia juntamente com luz branca, foi evidenciada a presenga de maior numero de

fungos aderidos e fagocitados pelos macrofagos quando as leveduras foram previamente
incubadas com 50 mM do monossacarideo N-acetil-glicosamina. Tal fendmeno pode ser

observado, para a adesdio, quando comparamos OS diferentes aumentos das fotos de
microscopia A,B e C em relaggo as fotos D, E e F (Figura 4) em que essas leveduras foram
previamente incubadas com N-acetil-glicosamina. Para o fendmeno de fagocitose, observou-
se um maior nimero de fungos presente nos macréfagos das fotos D, E e F ( Figura 5), em

que as leveduras foram também previamente incubadas com N-acetil-glicosamina.
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Figura 1 - Cromatografia de afinidade do sobrenadante da cultura de leveduras de

Paracoccidioides brasiliensis do isolado BAT, apés concentragio e dilise, para obtencdo da
fragdo JBE. Volume da coluna de 5 mL; amostra aplicada 2.5 mL (5 mg de proteina). (A)

Elui¢do do sobrenadante com PBS. (B) Eluigéo do sobrenadante com D-Galactose 0,4 M.
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(Gel 1) (Gel 2)

Figura 2 - Eletroforese em SDS-PAGE 7 % de JBE. Material corado pela Prata. Amostra
apﬁcadadeS,Opg,mpresen;ade2-mcaptoetan:AeBﬁoosmcadmesnnbmlares:
66 kDa soroalbumina e 97 kDa agregado do soroalbumina; Gel 1: D JBE obtide do
sobrenadante de 21 dias de cultura liguida em meio Negroni Modificado, concentrado e
ehﬂdoemcolumdejacalmacomDogalactoseOAM;GeIZ:CJBEobtidodosobremdam
dc7diasdeculturaliquidacmmcioFlO,concemradocehﬁdocmoohxmdcjacalinawml}-

galactose 0,4 M.
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Figura 4- Ensaio de adesiio. Leveduras de P. brasiliensis marcadas com fluoreceina. Fotos

A, B ¢ C na auséncia de N-acetil-glicosamina em microscopia 6tica fluorescente e luz branca,
10 aumento de 2.000, 4.000 e 10.000 x, respectivamente. Fotos D, E e F na presenca de N-

acetil-glicosamina em microscopia Otica fluorescente e luz branca, no aumento de 2.000,

4.000 e 10.000 x, respectivamente.
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Figura 5- Ensaio de fagocitose. Leveduras de P. brasiliensis marcadas marcadas com

fluoresceina. Fotos A, B e C na auséncia de N-acetil-glicosamina, em microscopia 6tica
fluorescente ¢ luz branca com aumento de 2.000, 4.000 e 10.000 x, respectivamente. Fotos D,

E e F na presenca de N-acetil-glicosamina, com aumento de 2.000, 4.000 e 10.000 x,
respectivamente
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4-DISCUSSAO E CONCLUSOES

A propriedade da jacalina de ligar-se seletivamente a glicoproteinas soliiveis (ROQUE
BARREIRA & CAMPOS-NETO, 1985) tem sido utilizada para isolar e caracterizar
glicoproteinas com oligossacarideos O-ligados. Ligantes de jacalina apresentam em sua
constitui¢do cadeias de agiicar contendo o dissacarideo Galf1,3GalNAc que em, mamiferos,
esté presente em virtualmente todos oligossacarideos O-ligados.

A obtencdo de JBE por cromatografia de afinidade em coluna de jacalina do sobrenadante
de cultura liquida de P. brasiliensis para os isolados BAT, HE, DA ¢ MA, apresentou perfil
cromatografico semelhante ao descrito por GENNARI-CARDOSO (2000) estudo em que foi
padronizada essa cromatografia. Somente o isolado MA apresentou valores de D.O. menores
par JBE. Mesmo com a modificagdo do meio cultivado das leveduras de P. brasiliensis que,
inicialmente foi utilizado meio Negroni Modificado e posteriormente utilizou-se o meio de
cultura F-10 acrescido de glicose, houve diferenga apenas no periodo de cultivo: para o meio de
Negroni Modificado, a obtengdo de JBE no sobrenadante ocorria com 21 dias de cultivo e para
o meio F-10 acrescido de glicose, 7 dias foram suficientes para a obtengdo de JBE no isolado
BAT (Figura 2)

Componentes antigénicos de P. brasiliensis apresentam variagdes ou semelhancas
conforme o meio utilizado, tempo de cultivo, forma fiingica, temperatura e cepas utilizadas
(SAN-BLAS & SAN-BLAS, 1982).

A anilise eletroforética de JBE em SDS-PAGE do isolado BAT ap6s cromatografia em
coluna de Sepharose®jacalina, em meios de cultura diferentes mostrou pequena variacio na
intensidade das bandas obtidas de 190 e 70 kDa (Figura 1), ap6s tratamento com fervura e
agente redutor 2-ME. Pode-se observar varia¢do na intensidade de expressdo das bandas de 70 e
190 kDa das preparagdes JBE dos isolados DA, HE e BAT (Figura 3). Quanto a componentes
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de 70 kDa de P. brasiliensis descritos na literatura, o estudo de PUCCIA et al. (1986), mostrou
a presenca de bandas de 72 kDa em filtrado de cultura com expressio irregular.

Tem sido mostrado que oligossacarideos O-ligados a proteinas de superficie celular
parecem favorecer interagdes com outras células. E proposto por JENTOF (1990) que a O-
glicosilagdo proporcione as proteinas da superficie de células uma forma alongada, protuberante
em relacdo ao glicocdlix, podendo estender seus sitios ativos para interagio com
macromoléculas extracelulares ou de outras células, incapazes de penetrar a regiio da
superficie celular. Foi observado no estudo de GENNARI-CARDOSO (2000), através de ensaio
imunocitoquimico, a presenga de JBE na parede celular de leveduras de P. brasiliensis, com
maior expressdo nas regides de brotamento.

Diante de tal observagdo, postulou-se haver alguma interferéncia de JBE, presente na
superficie do fungo, na invasdo de células do hospedeiro. No presente estudo, utilizou-se
macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c estimulados previamente com meio
tioglicolato de Sédio 3%, para ensaio de adesdo e fagocitose frente a leveduras de P.
brasiliensis. Apos feita a marcago com fluoresceina e incubagdo com N-acetil-glicosamina das
leveduras de P. brasiliensis , obteve-se um maior nimero de células aderidas e fagocitadas
pelos macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c ( Figura 4 e 5). O trabalho de ODA et
al. (1983), mostrou o agucar especifico para uma lectina da superficie de Sporothrix Schenlii foi
capaz de inibir a fgocitose. Em nosso estudo, tal fendmeno ndo foi observado. Porém, é
conhecido um componente de P. brasiliensis, denominada NAG-I, com massa molecular de 205
kDa por Gel Filtragdo em Sephacril S-200. Esse componente foi definido como uma N-acetil-B-
D-glicosaminisase (SOARES et al., 1999).

Postula-se que, a levedura de P. brasiliensis em contato com o aglicar especifico para essa
enzima possa estar interferindo no processo de facilitagio da adesdio e fagocitose. Por outro
lado, consideramos que ensaio com pré-incubagio dos macréfagos peritoneais de camundongos
BAB/c com N-acetil-glicosamina seja necessario para concluirmos de forma adequada este
fendmeno.

O presente trabalho demonstrou a variagdo na obtengdo de JBE em quatro diferentes
isolados de leveduras de P. brasiliensis, BAT, HE, DA e MA, com menor expressdo no isolado
MA e maior expressdo no isolado BAT e que, a incubagio prévia das leveduras de P.

brasiliensis com o monossacarideo N-acetil-glicosamina interfere na adesdo e fagocitose por
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macréfagos peritoneais de camundongos BAB/c, fendmeno observado qualitativamente no

microscopio de fluorecéncia pelo nimero maior de leveduras aderidas ¢ fagocitadas.
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