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Resumo

Paracoccidioides brasiliensis é o agente etiologico de uma das principais
micoses sistémicas da América Latina, a paracoccidioidomicose (PCM). Estudos
mostraram a importincia de se isolar componentes fingicos para o desenvolvimento de
ensaios sorologicos. Neste sentido, este estudo analisou 2 isolados, Pb BAT ¢ Pb 18, em
3 preparagdes antigénicas distintas Pb BAT, Pb BAT-JBE e Pb 18; e teve como
objetivos: isolar JBE (Jacalin Binding Exoantigen) de Paracoccidioides brasiliensis
proveniente do sobrenadante de cultura liquida de leveduras por cromatografia de
afinidade em coluna de jacalina imobilizada, fazer uma analise comparativa entre as
preparagdes por ELISA e immunoblotiing, utilizando-se amostras de soros provenientes
de pacientes com suspeita de paracoccidioidomicose, do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal de Uberlandia — UFU/MG, e reconhecer a preparagdo de
antigenos mais representativa para testes sorologicos utilizados no diagnéstico de PCM.

A fracdo JBE foi caracterizada pela presenga de bandas de 70 e 190 kDa em
condigdes redutoras quando realizado SDS-PAGE. No teste ELISA houve alto indice de
positividade das amostras de soros com a preparagdo Pb 18 (84.2 %), sendo um indice
significativo quando comparados aos de Pb BAT e Pb BAT-JBE. De acordo com o teste
immunoblotting, a reatividade em Pb BAT-IBE foi bastante expressiva ao apresentar a
banda de 190 kDa evidente em todas as 6 amostras de soros testadas. Na preparacdo Pb
18 as bandas de 24, 43, 70 e 95 foram reativas em 2 amostras e em Pb BAT as de 64 e
160 kDa destacaram-se em 3 amostras de soros.

Diante deste estudo foi possivel destacar as caracteristicas distintas de 3
preparagdes antigénicas, 0 que incentiva novos estudos de exoantigenos purificados (Pb
BAT-JBE) e antigenos somaticos no sentido de disponibilizar componentes isolados
que propiciem o desenvolvimento de ensaios, cujas sensibilidades e especificidades,

lhes atribuam importancia no diagnostico e no monitoramento de pacientes com PCM.

Palavras-chaves: Paracoccidioides brasiliensis, JBE. ELISA, Immunobloiting.
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1 — Introdugdo

1.1 — Paracoccidioides brasiliensis: aspectos gerais e morfologicos

Paracoccidioides brasiliensis (SPLENDORE. 1912 ALMEIDA, 1930), pertencente
ao Reino Fungi, Filo ou Divisio Ascomycota, Classe Plectomycetes, Ordem
Onygenales, Familia Onygenaceae (SAN-BLAS er al., 2002), € um fungo assexuado €
termodimorfico, apresenta-se na forma micelial a 25°C e leveduriforme a 37°C e, é o
agente etiologico da paracoccidioidomicose (PCM). Esta por sua vez, € uma micose
profunda e predominante na América Latina, com alta incidéncia no Brasil (FRANCO
et al., 1987). O 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 atencdo para o
seu dimorfismo.

A forma micelial apresenta parede celular, medindo 80-150 pm, composta por
camadas de B-1,3-glucana sobre a membrana plasmatica. De modo distinto, as leveduras
apresentam mucopolissacarideos, hexoses, na extremidade da parede celular, variando
de 200 a 600 nm, composta por a-1,3-glucana, sobre a membrana citoplasmatica. Os
septos dos micélios sao formados por parede celular. Paracoccidioides brasiliensis € um
fungo que pode ser multinucleado tanto na fase micelial quanio na leveduriforme. As
organelas sdo0 as mesmas para ambas as formas. O crescimento vegetativo da hifa ocorre
no apice onde a parede celular ¢ mais espessa. Este fungo, na forma micelial, também
produz uma variedade de propagulos, dependendo das condigdes do meio. Um possivel

constituinte transicional entre as duas formas citadas é a forma de conidia (QUEIROS-

TELLES, 1994).
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1.2- Paracoccidioidomicose: ecoepidemiologia

A PCM representa um importante problema de Sande Publica devido ao seu alto
potencial incapacitante ¢ a quantidade de obitos que provoca, principalmente a
trabalhadores ligados a atividades agricolas. Os individuos acometidos por esta micose,
usualmente, encontram-se na fase mais produtiva da vida, sendo assim, a doencga leva a
um impacto social e econdmico (SHIKAN ALLYASUDA ef al., 2000).

O habitat natural de Paracoccidioides brasiliensis ainda ndo foi estabelecido,
porém sabe-se que seu desenvolvimento ocorre em solos amidos, ricos em matéria
organica, com poucas variagdes de temperatura © coberto por vegetagao (FRANCO et
al., 2000).

Na natureza, Paracoccidioides brasiliensis apresenta-se COmMO estruturas
filamentosas, contendo propagulos infectantes chamados conidios. Quando inalados, 0s
propagulos dao origem a formas leveduriformes que constituirdo sua forma parasitaria
no tecido do hospedeiro. Os seres humanos eram considerados os unicos hospedeiros
naturalmente infectados, mas recentementc, tatus foram encontrados como portadores
da doenca (RESTREPO-MORENO, 1994 LACAZ et al., 2002).

Nas ultimas décadas, notaveis alteragdes tém sido observadas na frequéncia, nas
caracteristicas demograficas da populagdo atingida € na distribuigdo geografica da
PCM. E possivel que o aumento da urbanizacio, a melhoria no diagnostico e fatores
ambientais decorrentes da abertura de novas fronteiras agricolas expliquem, em partes,
essas alteragdes (VALLE et al., 1992: WANKE & LONDERO, 1994).

Uma vez que a PCM ndo ¢ uma doenca de notificacao compulsoria, ndo ha
dados precisos sobre sua incidéncia. Na América do Sul, a maioria dos casos 0Corre no
Brasil (FRANCO et al., 1989), porém ha relatos de ocorréncia na Colémbia, Venezuela,
Chile, Guiana, Guiana Francesa ¢ Suriname (LONDERO & DEL-NEGRO, 1986,
BRUMMER et al., 1993). Apos 1990, foram reportados casos na Europa € nos Estados
Unidos, provavelmente de viajantes que visitaram a Amgérica do Sul (AJELLO &
POLONELLI, 1985).

A incidéncia varia de 3 a 4 novos casos/mithio até 1 a 3 novos casos por 100 mil
habitantes ao ano em areas endémicas. Autores apontam a PCM como oitava causa de

mortalidade por doenca infecciosa predominantemente cronica entre as doengas
infecciosas e parasitarias (COUTINHO e/ al., 2002).



Com relacdo a distribui¢do entre os géneros, o acometimento de PCM em
adultos varia entre 10 a 15 homens para 1 mulher infectada. Tal fato ¢ explicado pela
inibicdo de hormonios femininos (estradiol) sobre a transformagao da fase filamentosa
em leveduriforme (SALAZAR er al., 1988; ARISTIZABAL er al., 1998), acarretando
em um retardo na adaptagdo do fungo ao tecido do hospedeiro (RESTREPO er al.,
1984). A PCM ndo é usualmente relacionada a doengas imunodepressoras, porém ha
casos desta micose associada a neoplasias e transplantes de orgaos (SHIKANAI-
YASUDA et al., 2006). Em pacientes imunocomprometidos, principalmente devido a
AIDS (Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida), a PCM tambem ndo corresponde a
uma intercorréncia frequente (GOLDANI & SUGAR, 1995), porém alguns casos foram

relatados.

1.3- Paracoccidioidomicose; transmissio, formas clinicas da doenca e defesa

imunitaria

Infecgdes com Paracoccidioides  brasiliensis  iniciam-se pela inalagdo de
fragmentos miceliais ou de conidias do solo. Estes se transformam em leveduras, no
pulmio, poucas horas apos a inalagdo, segundo observagdes feitas em modelo
experimental em camundongos (McEWEN ef al., 1987). Nido ha evidéncias de
transmissdo humano-humano de PCM (ALMEIDA et /., 2003). Um grande espectro de
manifestacdes clinicas, patologicas e imunologicas pode ser observado nos pacientes
infectados.

Dentre as formas clinicas propostas recentemente, inclui-se desde infeccoes
assintomaticas, compreendendo o maior grupo de individuos infectados, até formas
clinicas polares, denominadas de Forma Progressiva Cronica ou Adulta (FC) e Forma
Aguda ou Juvenil (FA) (FRANCO et al., 1987).

A forma progressiva cronica ou adulta (FC) da doenca responde por mais de
90% dos pacientes, afetando predominantemente homens adultos entre 30 ¢ 60 anos. E
também conhecida como PCM hiperérgica, pois tem um curso benigno, progredindo
lentamente, podendo levar anos até que seja diagnosticada. Além disso, o padrdo de
resposta imunologica € do tipo Thl, com imunidade celular preservada, formagdo de
granulomas compactos ¢ baixos niveis de reatividade de anticorpos (ALMEIDA e/ al.,

2003). Ha alta freqiiéncia de envolvimento pulmonar, de mucosas, cutaneo e adrenal.

Pode ser caracterizada por duas formas de apresentagdo: a unifocal e a multifocal. E
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considerada uma apresentacao unifocal quando a micose estd restrita a somente um
orgao. Os pulmdes podem ser o Unico 6rgao afetado em até 25% dos casos. Geralmente,
a doenca envolve mais de um 6rgdo simultaneamente, considerando-se a apresentagdo
multifocal (GIRALDO et al., 1976; FRANCO et al., 1987, FRANCO et al., 1989;
BERNARD & DUARTE, 2000; MENDES & SHIKANAI-YASUDA, 2003).

Em contraste, a forma aguda ou juvenil (FA) € responsavel por 3 a 5% dos casos
da doenga, predominando em pacientes jovens (criangas e adolescentes, eventualmente,
acomete individuos de até 35 anos de idade) de ambos os sexos e € caracterizada por
envolvimento do sistema linfatico, hepatoesplenomegalia e outras formas de
envolvimento visceral (GIRALDO ef al., 1976, FRANCO et al., 1987, FRANCO et al.,
1989; BERNARD & DUARTE, 2000; MENDES & SHIKANAI-YASUDA, 2003).
Pacientes com PCM aguda apresentam a forma clinica mais severa da doenga,
caracterizada tipicamente por altos niveis de anticorpos especificos, ativagdo policlonal
de celulas B, antigenemia e diminui¢do da resposta imune celular (RESTREPOQO, 1985;
BRUMMER e al., 1993; DEL-NEGRO er al., 1994), evidenciando um padrdo de
resposta imunologica Th2. O padrdo da resposta granulomatosa difusa esta associada a
supressdo de células T (DINIZ er al., 1999).

As diferentes manifestacoes da doenca estdo associadas a varios fatores,
alguns proprios do parasita, como sua viruléncia e patogenicidade, e outros do
hospedeiro, como susceptibilidade genética a infecgdo e estado imunitario. Os critérios
de gravidade (leve, moderado e grave) sdo subjetivos, podendo variar conforme a
analise individual do clinico (SHIKANAI-YASUDA er al, 2006). A viruléncia e
patogenicidade da isolado infectante sdo determinadas por componentes quimicos
presentes na parede celular, os mais freqiientemente mencionados sao os lipideos € os
polissacarideos (SILVA & FAZIOLI, 1985), em destaque o o-1,3-glucano (SAN-BLAS
& SAN-BLAS, 1977, ZACHARIAS et al., 1986), e mais recentemente, as proteases
como a gp43 (MENDES-GIANNINI e7 a/., 1990). Ha muitos estudos que sugerem que
a gp43 tanto favoreca a viruléncia quanto se contraponha aos mecanismos de resposta
protetora do hospedeiro (VICENTINI e7 al., 1994, LOPES e/ al., 1994).

O contato inicial de Paracoccidioides brasiliensis com o hospedeiro se faz através
das células fagociticas, que constituem um importante compartimento da defesa inata do
organismo. Essas participam da reacdo granulomatosa da PCM, que envolve ainda
celulas epitelioides e gigantes multinucleares, matriz celular organizada (KERR e7 al.,

1988), além de linfocitos T e outras células (MOSCHARDI-BACHI ef al., 1989).
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Assim, o controle da infec¢do depende de resposta imune celular efetiva, geralmente
associada ao padrdo Thl da resposta imunologica. Pacientes infectados que evoluem
para doenga apresentam depressdo da resposta Thi, o que tem sido atribuida aos fatores
séricos produzidos pelo hospedeiro (COSTA et al., 1983), anticorpos especificos
(CASTANEDA, 1985), complexos imunes e populacdes de células supressoras
(SUGIZAKI et al., 1999). Neste contexto, formas mais graves evoluem com predominio
de resposta imunologica Th2, onde ha maior ativacdo de linfocitos B e altos niveis de
reatividade de anticorpos especificos (BERNARD & FRANCO, 2005).

A detecgdo de anticorpos especificos nos soros tem sido uma das principais
ferramentas para diagnostico de paracoccidioidomicose, € pode ser utilizada no
monitoramento da evolucio da doenga e na sua resposta ao tratamento (MENDES-
GIANINNI ef al., 1994). Os testes sorologicos comumente utilizados para diagnostico
sio: imunodifusio (CAMARGO ef al.. 1988), ELISA (CAMARGO ef al., 1984,
CAMARGO et al., 1989; MENDES-GIANNINI ef al.. 1990), contraimunoeletroforese
(CONTI-DIAZ et al., 1978) € Immunoblotting.

1.4- Antigenos de Paracoccidioides brasiliensis

Existem varios isolados de Paracoccidioides brasiliensis, dentre eles: BAT e Pb-
18. Estes apresentam diferentes antigenos segundo PANUNTO-CASTELOQ et al., 2003.

Os antigenos de Paracoccidioides brasiliensis incluem componentes
constitutivos e produtos liberados pelo fungo. Dentre eles, muitos sdo imunogeénicos, o
que ja justifica o investimento em seu estudo. Os procedimentos para obtengdo de
componentes de Paracoccidioides brasiliensis sio de dois tipos principais (NEGRONI,
1968: YARZABAL. 1982: RESTREPO ef al., 1984 CAMARGO et al., 1988). A coleta
de sobrenadante da cultura em meio liquido, apos a filtragéo, proporciona preparac¢do de
exoantigenos fiingicos. O tratamento quimico ou ruptura mecanica das células fungicas
fornece antigenos somaticos ou metabolicos.

Entre os antigenos utilizados em métodos sorologicos, a gp43 ¢ o principal
componente estudado de Paracoccidioides  brasiliensis (PUCCIA et al, 1986;
CAMARGO ef al., 1989; BLOTTA & CAMARGO, 1993 CISALPINO et al., 1996;).
A cinética de liberacdo da gp43 em cultura demonstrou ser esta molécula continuamente
secretada pelas leveduras na fase exponencial de crescimento (pico maximo de

liberagdo detectado no sétimo dia de cuitura), caindo bastante na fase estacionaria
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(queda acentuada no vigésimo quinto dia ¢ niveis quase indetectaveis no trigésimo dia),
o que pode indicar a degradagdo dos epitopos reconhecidos pelos anticorpos usados na
sua detecgdo (CAMARGO et al., 1988, STAMBUK et al., 1988).

O estudo dos antigenos fingicos tem aberto perspectivas no sentido de
disponibilizar componentes isolados que propiciem o desenvolvimento de ensaios, cujas
sensibilidades ¢ especificidade, thes atribuam importancia no diagnostico ou no
acompanhamento de pacientes com PCM. Anticorpos séricos em pacientes com PCM,
especificos para a gp43 tém sido demonstrados (TABORDA & CAMARGO, 1993).
Esses anticorpos foram caracterizados como sendo isotipos G, A, E e M. IgG e IgA sdo
detectados em todas as formas da doenga.

Embora muitos ensaios utilizando a gp43 serem aplicados no diagnostico da
infeccdo da paracoccidioidomicose, outros antigenos devem ser considerados. O estudo
realizado por PANUNTO-CASTELO er al. (2003), mostrou a presenca de diferentes
bandas de exoantigeno de levedura de Paracoccidioides brasiliensis reagentes com 1gG
de soros de pacientes com PCM ativa. As bandas de 70 ¢ 160 kDa, juntamente com a

gp43 foram as que apresentaram maior reconhecimento pelo soro dos pacientes.

1.5- Exoantigeno glicosilado de Paracoccidioides brasiliensis

Segundo FREITAS-DA-SILVA (1996), o maior numero de componentes
antigénicos por amostra foi detectado na preparagao de exoantigenos do isolado BAT,
havendo 23 componentes, com massas moleculares entre 20 e 160 kDa. Estudos prévios
do nosso laboratorio, da disciplina de Imunologia da Universidade Federal de
Uberlandia — MG, juntamente com o laboratorio de Glicobiologia ¢ Biologia Celular da
Dra. Maria Cristina Roque-Barreira da Faculdade de Medicina da USP — RP tém
mostrado a presenca de componentes antigénicos de 190 e 70 kDa de uma preparagao
de exoantigenos proveniente de intera¢do do sobrenadante de cultura de leveduras de
Paracoccidioides brasiliensis ligante de uma lectina de Arthocarpus  integrifolia,
denominada jacalina Tal preparacdo foi denominada JBE (Jacalin Binding Exoantigen
— antigeno ligante de jacalina) e contém bandas de 70 e 190 kDa (COLTRI et al.,
2000).

A preparagio JBE ¢ resultado do isolamento de glicoconjugado por
cromatografia de afinidade em coluna de lectina imobilizada (jacalina). Esse

gxoantigeno esta presente em pequena quantidade no fungo, mas tem alta



imunogenicidade, uma vez que foi reconhecido em todos os soros de pacientes testados
por GENNARI-CARDOSO, 2000.

O presente estudo teve como objetivos (1) isolar JBE (Jacalin Binding
Exoantigen) de Paracoccidioides brasiliensis proveniente do sobrenadante de cultura
liquida de leveduras por cromatografia de afinidade em coluna de jacalina imobilizada,
(2) fazer uma analise comparativa entre; exoantigenos de Pb BAT, exoantigenos
ligantes de jacalina de Pb BAT (fracao JBE) e antigenos somaticos de Pb-18 por SDS-
PAGE, ELISA e Immunoblotting, utilizando-se amostras de soros provenientes de
pacientes com suspeita de paracoccidioidomicose, do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal de Uberlandia — UFU/MG, e (3) reconhecer a preparagdo de

antigenos mais representativa para testes sorologicos utilizados no diagnostico de PCM.
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2- Material e Métodos

Os experimentos do presente trabalho foram realizados no Laboratorio de
Imunoparasitologia da Universidade Federal de Uberlandia durante os anos de 2006 e

2007, de acordo com 0s passos que se seguem.

2.1 — Amostras de soros

As amostras de soros foram cedidas pelo Prof. Dr. Marcelo Simédo Ferreira,
provenientes do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia UFU/MG.
Foram utilizadas 38 amostras de soros de pacientes com diagndstico clinico suspeito de
PCM. Além disso, também foram utilizadas 20 amostras de soros humanos de corddo
umbilical para controle, obtidas junto ao Prof Dr. José Roberto Mineo. Esse estudo
obteve a aprovagio do Conselho de Etica da Universidade Federal de Uberlandia, de
acordo com a Resolugdo CNS 196/96-Parecer n® 007/07 (Anexo 1).

Todos os pacientes analisados eram adultos, a maioria do sexo masculino, que
moraram ou trabalharam em zona rural na regido do Tridngulo Mineiro. Das amostras
testadas apenas 42.1% (n = 16) possuiam diagnostico definido (positivo ou negativo
para PCM), as outras 57,9% (n = 22) ou nao possuiam diagnostico definido ou nédo foi
possivel o acesso ao prontuario correspondente por falta de informagdes nos rotulos dos

SOros.



2.2 - Cultivo de leveduras de Paracoccidioides brasiliensis e obtencdo de antigenos
2.2.1- Amostras de Paracoccidioides brasiliensis

Foram utilizados dois isolados de Paracoccidioides brasiliensis denominados:
Pb 18 e BAT. O isolado BAT foi recuperado de leses de paciente com
Paracoccidioidomicose em fase aguda, atendido no Hospital de Clinicas da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo (HC-FMRP-USP) ¢
gentilmente cedido pela Dra. Maria Cristina Roque Barreira, do Departamento de
Biologia Celular e Molecular de Bioagentes Patogénicos da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo (FMRP-USP). O isolado Pb 18 vem sendo
cultivado e estudado no mesmo laboratorio. Os fungos foram enviados na forma de
leveduras em meio Sabouraud-Dextrose-Agar (Difco - Laboratories, Detroit, Mich.,
EUA), acrescido de 0,01 % de tiamina (Difco - Laboratories, Detroit, Mich., EUA), a 35
°C. Repiques foram feitos a cada quinze dias em meio YPD solido (0,5% extrato de
levedura, 0,05% de peptona, 1,5% de D (++) glicose, 2,0% agar), como descrito por RAY

et al. (1992) com modificagdes.

2.2.2 - Condicdes de cultive das leveduras de Paracoccidioides brasiliensis

isolado BAT

Apos sete dias de crescimento em meio YPD solido, a massa de leveduras de Pb
BAT foi repicada em 100 mL de meio de cultura YPD liquido (0,5% extrato de
levedura, 0,05% de peptona, 1.5% de D (+) glicose), € mantido a 35 °C numa camara

giratoria a 80 rpm por dezoito dias.

2.2.3- Obtencdo de antigenos somdticos de Paracoccidioides brasiliensis,

isolado Pb 18

Apos sete dias de crescimento em meio YPD solido, as leveduras do isolado Pb
18 foram suspensas em 2 mL de PBS (salina tamponada com fosfato, pH 7,2) estéril
contendo inibidores de protease (aprotinina 10 ug/mL, leupeptina 50 pg/mL e PMSF a

1.6 mM). Em seguida foram realizados 15 ciclos de congelamento € descongelamento

em N, liquido e banho-maria a 37°C. O extrato antigénico foi entao submetido a 6 ciclos
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de 1 minuto em ultra-som e posteriormente macerado em N, liquido. Apos esse
processo a suspensdo foi centrifugada a 8.000 g a 4°C por 15 minutos e armazenada a —

20°C. A concentracdo protéica foi determinada pelo método de LOWRY er al. (1951).

2.2.4- Obtencio de exoantigeno de Paracoccidioides brasiliensis, isolado

BAT

ApoOs o periodo de cultivo das leveduras como descrito no item 2.2.2, ©
crescimento das células fungicas foi paralisado através da adigdo de 0,01% digluconato
de clorexidina (DM Ind. Farmacéutica Ltda, Sao Paulo, Brasil.), por 18 hs a 4 °C. O
sobrenadante de cultura liquida foi filtrado em papel de filtro Whatman n” 3 (Whatman
International Ltda — Maidstone, England) e, em seguida, foi adicionado 1 mM do
inibidor enzimatico PMSF (fluoreto de fenilmetilsulfonil - Sigma Chemical Co,
St.Louis, EUA).

O filtrado foi concentrado em membrana YM-30 (Amicon - Millipore
Corporation, Bedford, MA, EUA) ¢ dialisado em solugdo salina tamponada com fosfato
(PBS) 0,01 M pH 7,2, a 4 °C. Apos dialise, a solugéo foi centrifugada por 4 minutos a
8000 g para clarificagdo.

2.2.5 — Obtencio de exoantigeno ligante de jacalina (JBE) de

Paracoccidioides brasiliensis, isolado BAT

Em coluna de 5 mL de Sepharose®-Jacalina (coluna gentilmente cedida pelo
laboratorio da Dra. Maria Cristina Roque Barreira, FMRP-USP), equilibrada com PBS
0,01 M pH 7.2, foram aplicados 3,0 mL da preparacao de exoantigeno. A preparagao
permaneceu incubada durante 5 horas, a 4 °C, sob agitagdo lenta. Apos esse periodo, a
coluna, mantida a 4 °C, foi lavada exaustivamente com PBS 0,01 M pH 7.2, coletando-
se fracdes de 2 mL, que foram submetidas a leitura em espectrofotdometro (Micronal,
Sio Paulo, Brasil) com absorbancia em 280 nm, até que a mesma fosse inferior a 0,02.
O material adsorvido a coluna foi eluido com D-galactose (Sigma, Chemical Co, St.
Louis, EUA) a 0,4 M em PBS 0,01 M pH 7.2, coletando-se fragdes de 2 mL a cada 2
minutos, monitoradas pela leitura em espectrofotometro até que o valor chegasse a zero.
O material ligante, eluido da coluna, foi concentrado em membrana YM-30 e

posteriormente dialisado em solugdo salina tamponada com fosfato (PBS).
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2.3 - Andlise de exoantigenos de Pb BAT, Pb BAT-JBE e Pb 18 por eletroforese em

gel de poliacrilamida

Os antigenos foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida na
presenca de duodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) num gradiente de 8 %
(LAEMMLI, 1970). As preparag0es foram diluidas em tampdo de amostra {SDS
(Sigma, Chemical Co, St. Louis, EUA) a 1 %, Tris-HCI (Sigma, Chemical Co, St.
Louis. EUA) pH 6.8 e glicerol a 50 %}, submetidas a tratamento redutor na presenga de
2% de 2-mercaptoetanol (LKB, Produket AB, Bromma, Sweden), seguido de
aquecimento a 100°C por 5 minutos, e aplicadas no gel na concentragao de 12 pg. O
gel foi colocado num sistema de eletroforese vertical (mini-V 8.10, BRL, Life
Technologies, Inc.), sob 250 volts constantes, com corrente de 20 mA, durante 80
minutos. A presenga de componentes protéicos foi revelada pela coloragdo com nitrato
de prata otimizada (BLUM er al., 1987) e os seus pesos moleculares aparentes foram
determinados com base na linha de calibragao estabelecida pela migragdo de proteinas

com peso molecular (Sigma marker wide ranger - M.W. 6,500-205,00 — Sigma).

2.4-ELISA

Neste ensaio, microplacas de poliestireno de alta afinidade (Corning
Incorporated Costar® 3590, New York, EUA) foram sensibilizadas com 2 ug/mL das
preparagdes: Pb BAT, Pb BAT- JBE e Pb-18, diluidos em tampao carbonato (pH 9,6) €
incubados a 4°C por 18 horas. As placas foram lavadas com PBS-Tween 20 (0,05%) e
bloqueadas com soro normal de cabra 5% em PBS-T, durante 1 hora a temperatura
ambiente. Seguiram-se 3 lavagens sucessivas e foram acrescidas as amostras de soros
dos pacientes positivos e negativos para PCM., diluidas 1:100 em solugdo soro normal
de cabra 5% e PBS-T. Apés incubagdo por 2 horas a 37°C, as placas foram lavadas 6
vezes e foi adicionado conjugado enzimatico anti-IgG humano/peroxidase (Sigma
Chemical Co.. St. Louis, MO, EUA) em dilui¢ao de 1:1500 em solucdo soro normal de
cabra 5% ¢ PBS-T. As placas foram incubadas em 37°C por mais | hora, lavadas
novamente ¢ reveladas pela adicdo de OPD (1,2-phenylendiamin, Merck) como
substrato. A absorbancia foi determinada em 492 nm no leitor de microplacas (Titertek
Multiskan Plus, Flow Laboratories, Genebre, Suica) apos a paralisagdo da reagao com

4cido sulfarico (2N Hz SOy). O critério de positividade foi definido de acordo com O
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Indice ELISA (IE), no qual IE= meédia aritmética dos valores de absorbancia de
amostras de soros negativos, acrescentando-se ao valor, trés desvios padrao da média; e
Indice Sinal Ruido (ISR), no qual ISR= média das absorbancias positivas dividida pela

média das absorbancias negativas.
2.5- Immunoblotting

As membranas de nitrocelulose previamente transferidas com as preparagdes: Pb
BAT. Pb BAT-JBE ¢ Pb 18 foram bloqueadas com PBS-T contendo 5% de leite em po
desnatado (Molico, Nestlé, Brasil) por 2 horas a temperatura ambiente. Em seguida, as
amostras de soros humanos positivas e negativas para PCM foram adicionadas em
dilui¢io de 1:50 em PBS-T contendo 1% de leite em po desnatado e incubadas por 18
horas a 4°C. Apds lavagens com PBS-T e PBS 0,01M durante 5 minutos, as tiras foram
incubadas por 2 horas & temperatura ambiente com conjugado enzimatico anti-IgG
humano/peroxidase, diluido 1:1000 em PBS-T contendo 1% de leite em po desnatado.
Novas lavagens foram feitas e a reagdo foi revelada pela adigao do substrato enzimatico
DAB (Sigma Fast '™ 3.3-diaminobenzidine tablet sets, Sigma Chemical Co., EUA) e

interrompida pela adigdo de agua destilada, assim que as bandas foram visualizadas.
2.6- Analises estatisticas
As analises estatisticas, para obtengdo dos resultados, foram realizadas em

software GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Prism v. 4.0, GraphPad Software, Inc.). Foi

utilizado o teste paramétrico Qui-quadrado, com indice de significancia p< 0,05.

2.7- Normas de biosseguranca

Todos os procedimentos de coleta, manuseio de materiais biologicos e de
reagentes, bem como a utilizagdo de equipamentos, foram realizados de acordo com as

normas de biosseguranga compativeis segundo CHAVES-BORGES & MINEO (1997).
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3-Resultados

Foram avaliadas trés preparacdes antigénicas de dois isolados, Pb BAT, Pb
BAT-IBE e Pb 18 a fim de identificar a preparacdo mais significativa em testes
sorologicos. Apos 7 dias de cultivo em meio solido as preparagdes foram obtidas de
diferentes formas: Pb BAT por meio de dialises e concentragdes de meio de cultura
liquido; Pb BAT-JBE através de cromatografia de afinidade do sobrenadante da cultura
do isolado BAT de Paracoccidioides brasiliensis; e Pb 18 por meio de ciclos de

congelamento e descongelamento com posterior sonicagao.

3.1 -Cromatografia de afinidade para obtenciao de Pb BAT-JBE e rendimento das

preparac¢des antigénicas

Durante o trabalho foram obtidos 15 litros (n = 30) de meios de cultura liquida
de Paracoccidioides brasiliensis do 1solado BAT, que foram devidamente preparados e
cromatografados para a obtenc¢do do extrato antigénico.

Como exemplo do resultado da cromatografia de afinidade, demonstra-se
abaixo, na Figura 1, o material ML 3 (terceiro meio de cultura liquido obtido) eluido da
coluna apés 18 dias de cultura. O perfil cromatografico apresentou um primeiro pico de
densidade otica chegando a 1,88, e sua posterior queda até o valor de 1,23 - fase
correspondente a eluigio com PBS. Na fase que corresponde a elui¢do com D-gal, a

curva demonstrou um pico mais alto, proximo a 1,06, e apresentou também pequenas



variagdes de absorbancia dentro de valores positivos, porem menores que 0,25 E nessa

fase. de eluigdo de D-gal. que se caracteriza a obtencdo de JBE.
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Figura 1. Cromatografia de afinidade do sobrenadante de cultura de
leveduras de Paracoccidioides brasiliensis, apés concentracdo e diilise,
para obtencdo da fracio JBE.

As concentrac¢des protéicas das preparacoes antigénicas Pb BAT, Pb BAT-JBE ¢
Pb 18, segunde o método de LOWRY et al. (1951), foram, respectivamente: 341
ug/mL, 121 yg/mL e 994 pg/mL.

O rendimento do material purificado, quando comparado com as outras
preparacdes antigénicas € baixo, como mostra a Figura 1, na qual as leituras de
absorbancias sdo extremamente baixas para a obten¢do de JBE no meio de cultura. A
preparagdo JBE contém glicoproteinas, o que ¢ comprovado pela afinidade de seus

componentes antigénicos a jacalina, lectina ligante de residuos de D-galactose.
3.2 -Anailise de perfis eletroforéticos das preparacdes antigénicas
Os perfis eletroforéticos das preparagdes antigénicas analisadas mostraram-se

diferentes. A Figura 2 demonstra a mobilidade dos componentes protéicos identificados

em SDS-PAGE. A fracdo ligante JBE origina uma banda de 190 kDa, freqlientemente
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associada com componente de 70 kDa. A preparagio Pb BAT apresentou mais
proeminentes as bandas de 160 kDa, 60 kDa, 54 kDa e 43 kDa. Ja a preparacdo da
isolado Pb 18 apresentou os seguintes componentes protéicos: 64 kDa, 43 kDa, 30 kDa,

28 kDa, e outras de menores valores.
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Figura 2. Eletroforese em SDS-PAGE 8%. Painel 1- Preparacdo antigénica Pb BAT-JBE
(70 e 190 kDa); Painel 2- Preparagao antigénica da isolado Pb 18 (64, 43, 33, 30, 28, 24 kDa); Painel
3- Preparacio antigénica do isolado Pb BAT (160, 60, 54, 43 kDa). O padrio de massa melecular
wide weight range (6,500-205,00) esta indicado do lado esquerdo de cada painel.



3.3 -ELISA

A fim de comparar as trés preparacdes antigénicas dos isolados de
Paracoccidioides  brasiliensis  frente a soros de pacientes com suspeita de
paracoccidioidomicose realizou-se o teste ELISA. Nesse, observou-se diferencas nos
numeros de amostras de soros de pacientes consideradas positivas para PCM, tal como
mostra a Tabela 1.

Em relacdo aos niveis de reatividade de anticorpos IgG, em teste ELISA. a
preparacdo do 1solado Pb 18 apresentou 84,2% de amostras de soros positivas {(n = 32),
de acordo com o IE = 0,191 (Figura 3). O Indice Sinal Ruido (ISR), que relaciona soros
reativos e soros nao reativos, foi de 4,04.

Os niveis de reatividade de anticorpos em Pb BAT-JBE (Figura 4), a preparacio
purificada em coluna de Sepharose®-jacalina, apresentaram a menor varia¢do entre os
soros reativos e ndo reativos, caracterizando o ISR de 2,20, Entretanto, foi possivel a
confirmagdo de 65,8% (n = 25) de amostras de soro com diagnostico positivo para
PCM, de acordo com o IE =0,351.

A preparacdo Pb BAT, tal como mostra a Figura 5, apresentou maiores niveis de
reatividade de anticorpos IgG, com ISR de 3.04 Apesar disso. a porcentagem de
pacientes com diagnostico positivo foi de apenas 57,8% (n = 22) em IE = 0,444,

considerado pequeno quando comparado as outras prepara¢dcs antigénicas.
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Tabela 1. Comparacio entre a classificacio diagndéstica realizada no HC-UFU e os resuitados do teste
ELISA com diferentes preparacoes antigénicas.

N Soro o o Dignético . Diéfgm')stim L Diggn{?‘stico
) e Diagnostico Absorbancia ELISA- Absorbincia ELISA- Absorbéncia ELISA-

(Prontuario) "y ypy BAT BAT' BAT- JBE BAT-JBE Pb18 PH18°
1 (691641) p £.255 N 0,224 N 0.208 P
2 (669507) P 1,038 P 0,373 P 0.081 N
3 (63R407) NC 0.161 N 4,291 N 0.391

4(690561) P 0.332 N 0.419 P 0311 p
5¢) NC 0,588 P 0.477 P 4,453 p
6(-) NC 0.385 N 0,545 P 0.2 p
7 (254724 NC 1.067 P 0,445 P 0,42 P
£ (6597013 P 0,411 N 0,384 P 0,579 p
9 (10522) NC 0.932 P 0,473 P 0.564 P
16 (175620) NC 0.202 N 0.25% N 0,125 N
11 (36333 NC 0,048 N 0,475 P 0,447 P
12 (31990%) NC 0.810 P 0,469 P 0,607 P
13 (356898) P 0.450 P 0,343 N 0.542 P
14 (-3 NC 0.894 P 0,516 p 0,585 P
15 (=) NC 0,327 N 0,358 N 6,424 P
16 (442191) P 0,514 P 361 p 0378 P
17 (34126 NC 0.892 P 0,469 P 0.54 P
18¢-) NC 0,667 p 0.292 N 0.412 p
19 (136214) P 0.717 P 0,212 N 0,442 P
20 (324919) p 0,743 P 0,579 p 0,584 P
21 (756621) N 0,782 P 0,418 P 0,435

22 (21711 N 0,109 N 04,275 N 0,125 N
23 (501544) NC 0.434 P 0.51 P 0,527 P
24 (235479) P 0,349 N 0.512 p 0.523 p
25 (667097) N 0,124 N 0.23 N 0.144 N
26 (421571) N 0,141 N 0,358 N 0.215 P
27¢) NC 4,151 N 0,448 P 0,12 N
28 () NC 0,483 P 0.39 P 0,453 P
29 (7366245 NC 0.177 N 0,313 N 0,336 P
30 (416045) P 0,764 P 0,608 P 0,537 P
31 (130738) P 4.506 p 0,412 p 4,551 p
32(89514) P 0,802 P 0,545 P 0,489 P
33 () NC 0,550 P 0387 P 0,531 P
34 (369180) NC 0,409 N 0,357 N 0,093 N
35 (246789) NC 0,531 P 0,55 p 0,288 P
36 (-3 NC 0,704 4 0.497 P 0,414 P
37 () NC 0,381 N 0,492 p 0,399 P
38 (—" NC 0.781 P 0.6 P 0,577 P

" Indice de positividade de Pb BAT= 57.8% (n=22): ~ Indice de positividade de Pb BAT-JBE= 65.8%
(n=25); " Indice de positividade de Pb 18= 84,2% (n=32), Sendo Indice de positividade a porcentagem de
individuos positivos, de acordo com o Indice ELISA de cada preparagio.

P: positivo; N: negativo: NC: ndo confirmado.
(-): auséncia de nimero de prontudrio.
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Figura 3. Niveis de reatividade de anticorpos frente a preparacio
antigénica Pb 18 em amostras de soros de pacientes suspeitos ou ndo de
PCM.
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De acordo com a Figura 6 foi possivel visualizar uma diferenga nos niveis de
reatividade de anticorpos das amostras de soros reativos das preparagdes antigénicas. Os
niveis de reattvidade mais altos foram apresentados em Pb BAT. Houve uma menor
variagdo entre os niveis de reatividade em Pb BAT-JBE e uma variacao significativa

nos niveis de reatividade de anticorpos em Pb 18.

1.0 -

G753

.50 =

Absorbéncia (492 nm)

03.00

Soros reatives

Figura 6. Comparagao dos niveis de reatividade de anticorpos das amostras de soros
reativos em ELISA frente as preparacies antigénicas: Pb 18; Pb BAT-JBE ¢ Pb BAT.

A fim de avaliar a probabilidade da diferenca no nimero de amostras de soro
positivas, foram realizadas analises estatisticas. A analise realizada foi do Qui-quadrado
(GraphPad Prism v. 4.0, GraphPad Software, Inc.), de acordo com a Tabela 2. Quando
relacionadas a preparagdes Pb 18 (n = 32) e Pb BAT (n = 22) a diferenca entre as
amostras de soros reativos foi significante (p = 0,0228). Ja Pb 18 (n = 32) e Pb BAT-
JBE (n = 25) ndo houve significancia (p = 0,1120), e o mesmo aconteceu quando

comparados Pb BAT (n =22) e Pb BAT-JBE (n = 25), (p =0,6367).

Tabela 2. Analise estatistica Qui-quadrado dos indices de positividade das preparacies antigénicas.

Nuimero de

P“"‘."“f”?"es amaostras Nitmero totai‘ (i,le Indices de positividade Valorde p
Antigénicas . amostras reativas
positivas
Ph 18/ Pb BAT 3z 22 38/3% 84.2% / 57.8% 0,022
Pb 18/ Pb BAT-JRE 32725 38/38 84.2%/65.8% 0.1120

Pb BAT/ Pb BAT-JBE 22/23 38/38 57.8%/63,8% 0,6367
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3.4 —Immunoblotting

Analisou-se também a reatividade de algumas amostras de soros de pacientes
com PCM frente as diferentes preparagdes antigénicas. Foram selecionadas 4 amostras:
2 com diagnodsticos confirmados para PCM pelo HC/UFU (20, 32); ¢ 2 com
diagnosticos ndo confirmados pelo mesmo hospital {6, 38). As amostras selecionadas
estdo com seus niveis de reatividade de anticorpos, obtidos por ELISA, expressos na

Figura 7.

NC

Absorbancia (492 nm)

-
=4
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Pb BAT Pb 18 Pb BAT-JBE

Amostras de soros

Figura 7. Niveis de reatividade de anticorpos das amostras de soros 20,
32, 6 ¢ 38 em ELISA frente as preparacdes antigénicas: Pb BAT; Pb 18
¢ Pb BAT-JBE. NC- Amostras de soros dc pacientes com diagnodtico de
PCM nio confirmado pelo HC/UFL.

Por meio do teste ELISA, as amostras com diagnodsticos ndo confirmados
tiveram suas positividades confirmadas, de acordo com o IE de cada uma das
preparagOes antigénicas: Pb BAT (cut-off = 0,444); Pb 18 (cut-off = 0,191); Pb BAT-
JBE (cut-off = 0,351).

Neste ultimo experimento para analise comparativa das preparagdes antigénicas
foram poucos os componentes proteicos reconhecidos pelas amostras de soros tal como

mostra a Figura 8. Dentre as 4 amostras testadas, a amostra de soro 6, apesar de ter sido

considerada positiva pelo teste ELISA nas preparacdes Pb 18 e Pb BAT-IBE.
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apresentou reatividade apenas com Pb BAT-JBE. As amostras 20 e 38 apresentaram
reatividade com todas as preparagoes, com diferentes antigenos reconhecidos.

A preparagao Pb BAT-JBE apresentou reatividade em todas as amostras de soros
testadas, evidenciando apenas uma banda (190 kDa). A preparacdo Pb 18 obteve o
maior numero de antigenos reconhecidos (24, 43, 70 e 95 kDa) pelo menor nimero de
amostras de soros (n = 2). Ja Pb BAT apresentou o reconhecimento das bandas de 64 e
160 kDa em 3 amostras de soros de pacientes. A Tabela 3 apresenta a reatividade nas

diferentes preparagdes.

Tabela 3. Reatividade apresentada em immunoblotting entre os antigenos das diferentes preparacoes
antigénicas e amostras de soros de pacientes com PCM.

Total de Total de componentes
P - Amostras de soros testadas amostras antigénicos
reparacoes reativas reconhecidos
Antigenicas
6 20 32 38
Pb 18 _ X _ X 2 4
Pb BAT X X X 3 2

Pb BAT-JBE X X X X 4 1
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Figura 8. Immunoblotting realizado com as amostras de soros: 6, 20, 32, 38 ¢ (-) controle negativo,

Painel 1- Preparagio antigénica da isolado Pb 18 (24, 43, 70, 95 kDa); Painel 2- Preparacio

antigénica do isolado Pb BAT (64 ¢ 160 kDa); Painel 3- Preparacio antigénica Pb BAT- JBE (190

kDa). O padrdo de massa molecular wide weight range (6,500-205,00) esta indicado do lado

esquerdo de cada painel.



4- Discussao e Conclusdo

O presente estudo isolou a fracdo antigénica IBE (Jacalin Binding Exoantigen)
de Paracoccidioides brasiliensis. do isolado BAT e identificou suas bandas mais
proeminentes em SDS-PAGE. Além disso. comparou 3 preparagdes antigénicas:
exoantigeno Pb BAT, exoantigeno glicosilado Pb BAT-IBE e antigeno somatico do
isolado Pb 18, atraves de teste imunoenzimatico (ELISA) e Immunoblotiing. Tais testes
foram realizados frente a amostras de soros de pacientes com suspeita de PCM, de
acordo com o Hospital de Clinicas de Uberlandia/UFU, e amostras de soros de paciente
normais.

Segundo TRAVASSOS er al. (1995), culturas de fungos em meio liquido
contém exoantigenos fungicos altamente glicosilados. A lectina jacalina tem sido
utilizada para isolar e caracterizar glicoproteinas (ROQUE-BARREIRA & CAMPOS-
NETO, 1985). 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 (GOLDSTEIN & BLAKE, 1980). Nesse sentido, apos
cromatografia de afinidade em coluna de jacalina, foi possivel obter a preparacio JBE, o
que foi comprovado pelas absorbancias do sobrenadante de cultura de levedura.

A analise de JBE em SDS-PAGE mostrou a presenca das bandas de 70 e 190
kDa, que foi mais proeminentes sob condigdes redutoras segundo GENNARI-
CARDOSO (2000), evidenciando a capacidade da D-galactose 0.4 M em eluir a coluna

com JBE. O eluato D-galactose, apos dialise e concentragdo, sempre apresentou uma
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baixa absorbancia, refletindo a baixa concentracdo do glicoconjugado isolado do
sobrenadante da cultura. Foi visto que em cada mL tem-se apenas 121 pg de proteinas.

Segundo PANUNTO-CASTELO ef al. (2003) quando se compara preparagdes
de exoantigenos de diferentes isolados, a preparacio Pb BAT apresenta uma maior
variedade de componentes protéicos, que abrange bandas de 22 a 160 kDa. Entretanto.
de acordo com os perfis eletroforéticos apresentados neste trabalho, foram observadas
mais bandas no isolado Pb 18, o qual era uma preparagdo de componentes estruturais
das células do microorganismo e ndo uma preparacao de exoantigenos. Os componentes
de alto peso molecular foram detectados apenas nas preparagdes do isolado BAT, seja
extrato bruto ou purificado. Qutro fato a ser ressaltado foi a detecg¢@o da gp 43, principal
glicoproteina secretada continuamente pelas leveduras na fase exponencial de
crescimento (CAMARGO et al., 1988; STAMBUK ef al., 1988), em Pb 18 e Pb BAT.
Essa variedade de componentes protéicos, dentre os isolados, € um obstaculo no
desenvolvimento de novos reagentes e ensaios no diagnostico € no acompanhamento de
PCM (CASOTTO et al., 1991), o que justifica ainda mais estudos das preparagoes.

Apos analise dos perfis eletroforéticos das preparacdes foi realizado o teste
ELISA. Varios ensaios foram realizados para uma padronizagao.

Os resultados apresentados mostraram baixos niveis de reatividade de anticorpos
IgG nas amostras supostamente positivas para PCM em todas as preparagdes. Dentre
essas, a preparagdo Pb BAT apresentou os maiores niveis, quando comparada as outras.
Deve ser levado em consideragdo o tempo de armazenamento das amostras de soros e as
informagdes obtidas em alguns prontuarios que confirmaram inicio de tratamento com
medicamentos, tais como Bactrim, Cetaconazol, Intraconazol e Nizoral. E importante
ressaltar que nem todos os prontuarios dos soros testados foram analisados, pois se
encontravam faltosos ou com informagdes incompletas nos arquivos do HC — UFU.
Outro fator que deve ser levado em consideragdo € o periodo em que se manifestou a
infecgdo. De acordo com PANUNTO-CASTELO et al. (2003), pacientes com PCM
aguda possuem soro mais reativo. BAIDA er al. (1999) demonstrou que os mais altos
niveis de IgG ocorrem na forma juvenil, que corresponde ao isotipo regulado por IL-4,
citocina associada a respostas Th2. Sendo assim, as informa¢des de alguns prontuarios
sugerem uma infec¢do cronica, pois as manifestagdes ocorreram anos apos contato,
houve grande acometimento pulmonar e os baixos niveis de reatividade de anticorpos

indicam um padrdo de resposta Thl. Entretanto, novos testes devem ser feitos para a

confirmagio de uma infecg¢do aguda ou cronica.
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Quando submetidos aos Indices Sinal-ruido (ISR= 4,04) e ELISA (IE= 0,191) os
resultados mais significativos foram os do isolado Pb 18. Isso também se confirmou
analisando a probabilidade das diferencas do niimero de amostras positivas para PCM.
Para tal preparacdo o maior numero de amostras positivas foi significativo diante das
diferencas dos valores das outras preparagdes.

Apos analise de alguns prontuarios foi possivel afirmar que a maioria dos
pacientes (n= 22) nao possuia diagnostico confirmado. Diante disso, a comprovacao de
uma grande maioria (84,2%) de soros positivos, em teste com Pb 18, sugere reatividade
cruzada. Esse fato pode ser atribuido a pouca especificidade do teste e a um alto indice
de reagdes cruzadas de componentes de Paracoccidioides brasiliensis. Condizendo com
MENDES-GIANNINI e7 al. (1984) o fato de nenhum falso-positivo ter sido apresentado
em amostras de soros normais, ndo exclui a ocorréncia de reagdes cruzadas, devido a
antigenos de outras micoses. PANUNTO-CASTELO et al. (2003) confirmam tal fato
quando analisaram a reatividade de exoantigenos do isolado BAT com anticorpos IgG
de pacientes com outras micoses. Em seu trabalho, foi observada a reatividade dos
componentes proteicos de 43, 70 e 160 kDa com amostras de soros de pacientes com
histoplasmose, aspergilose ¢ criptococose. Tais componentes protéicos foram
observados em SDS-PAGE nas 3 preparagdes (Pb 18: 43 kDa; Pb BAT: 43 e 160 kDa:
Pb BAT-JBE: 70 kDa). Dessa forma, o fato de Pb BAT-JBE apresentar niveis de
reatividade de anticorpos menores ¢ mesmo assim, um indice de positividade de 65,8%,
sugere-se que tal preparagao possa ser confiavel e representativa em teste ELISA.

No teste immunoblotiing foi avaliada a reatividade de anticorpos IgG frente aos
antigenos das diferentes preparagdes. As amostras selecionadas (6, 20, 32 e 38)
apresentaram positividade confirmada no teste ELISA.

Anticorpos IgG de pacientes com forma crénica de PCM reagem menos e
reconhecem um menor numero de fragdes eletroforéticas em exoantigenos de Pb BAT
(PANUNTO-CASTELO et al, 2003). Nesse sentido, a pouca reatividade nos
exoantigenos Pb BAT e Pb BAT-JBE ¢ justificada por uma possivel predominancia de
pacientes de forma clinica cronica. De acordo com BERNARD e al. (1997) a detecgio
de altos niveis de anticorpos séricos anti-gp43 e anti-gp70, nos mesmos pacientes,
reforcam a idéia da existéncia de uma resposta Th 2 na PCM, relacionada com a
incapacidade do sistema imunitario de controlar a infecgdo. Tal fato ocorreu em uma

amostra testada (amostra 20) em Pb I8, sugerindo que tais componentes funcionem
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como marcadores de fase aguda. Entretanto, novos ensaios devem ser feitos para se
padronizar um marcador para cada forma clinica de PCM.

A gp 43, apesar de ter sido caracterizada em SDS-PAGE nas preparagoes brutas,
ndo foi reconhecida em Pb BAT no teste immunoblotting.

O maior numero de reconhecimentos de componentes antigénicos em
immunoblotting ocorreu em Pb 18, sugerindo que preparagdes de antigenos somaticos
apresentem diferentes epitopos, ©0s quais podem ser muito IMUNOZENICOS,
principalmente se tratando de um isolado considerado virulento. VAZ er al. (1998)
confirmam tal fato quando avaliaram isolados virulentos e nao-virulentos de
Paracoccidioides brasiliensis. KUROKAWA et al. (2005), em seus experimentos,
demonstraram que niveis de reatividade de anticorpos especificos para
Paracoccidioides brasiliensis foram significantemente altos em animais infectados com
isolados virulentos. Esse resultado é similar na PCM humana, em que altos niveis de
reatividade ndo estdo associados a protegdo, mas a disseminag@o progressiva do fungo a
varios 6rgdos do hospedeiro (FRANCO, 1986, CAMARGO et al., 1994).

Quando se compara a freqiéncia de reatividade observa-se uma maior
frequéncia da banda de 190 kDa, a qual foi reconhecida por todas as amostras de soro
testadas com a prepara¢io Pb BAT-JBE, mesmo considerando inicio de tratamento,
suspeita de pacientes em forma clinica cronica e a menor viruléncia do isolado BAT,
quando comparado a isolado Pb 18. Tal fato sugere que a banda de 190 kDa possa ser
um possivel marcador da PCM. Muitas analises devem ser feitas para observar a
reatividade de tal banda nas diferentes formas clinicas.

E possivel que Pb BAT-JBE seja uma preparagio confiavel e representativa no
diagnostico da PCM. O fato da preparagdo apresentar um componente glicoprotéico
especifico, niveis de reatividade de anticorpos que garantem bom indice de positividade
e menor probabilidade de reatividade cruzada, e alem disso, alta frequéncia de
reconhecimento de um componente especifico em todas as amostras testadas, incentiva
novos estudos para confirmar a potencialidade da fragdo JBE na aplicagcdo em testes
sorologicos. Além disso, os resultados significativos de uma preparacdo de antigenos
somaticos em ELISA e immunoblotting também podem sugerir um potencial relevante
do mesmo, quando comparado a preparagdes de exoantigenos. Muitos estudos devem
ser realizados a fim de testar tais potencialidades, principalmente para confirmar
reatividade cruzada e a presenga de possiveis marcadores das diferentes formas clinicas

da PCM.



28

Por tudo que foi demonstrado, faz—se necessario o estudo de antigenos fingicos
para a abertura de novas perspectivas no sentido de disponibilizar componentes isolados
que propiciem o desenvolvimento de ensaios, cujas sensibilidades e especificidades,

lhes possibilitem o diagnostico e 0 monitoramento de pacientes com PCM.
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Anexo 2

RELACAO DE PACIENTES — HC/UFU

Prontuarios Nascimento Dlagnostlco Sintomas Tratamento Coleta de soro

i S M R
Doenga de eas e pr oblemas

21711 29/11/1962 Adison

54126 NE - - - -

" PCM cultaneae  Paciente a assmtomatlco Lesdes Bactrim, Nizoral e 10/101984
pulmonar orais e cutdneas. Ketaconazol. '

ganglionar ”Lesao cervwa] ¢dores pelocorpo. - Nizoral 22/94/1993

130738 12/09/1941

Lldedid oo
175620
‘235479_\f"'

246789

~Lesdo do tubo digestivo, nodulo L b
. Intraconazol

cervical, desconforto abdominal. ' .:""‘.“,:,:‘ ll?f 10[1995 o

l20dm . NE : 5

319908
324910
369180
416045
5421571

_ Lesio cutdnea e oral, nodulosno Cetaconazol,
peseoco, dor abdominal .cansaco. - Bactrim, Nizoral

~ Dororofaringea  Bactrim e Nizoral.

! 442191 Lesdes na pele e presencade . Bactrime
el nodules. Assintomatico. -~ Ketaconazol,

501544
| 556808
658407

‘Noédulos cervicais e lesﬁes orals . L
ar - TItraconazol
- Assintomitico. t c 8 o

- Nodulonopescogo, fossee . Ketaconazol e
_ adenofagia. = ‘;t_}.l«,ngtum

. Dor cervical ¢ tordcica, feble

Norcadiose - -

HIV positivo T >

659701;“ f"’7'*"“

PCM ganglionar
PCM

disseminado

PCM cutane

Adenopatia e dor abdominal [traconazol 01/12/1994

NE: ndo encontrado no arquivo.






