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RESUMO 

 
 
Paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistêmica progressiva causada pelo 
fungo dimórfico Paracoccidioides brasiliensis. As diferentes formas clínicas da 
doença estão associadas com vários graus de supressão da imunidade celular 
dependendo da ativação preferencial de Th1 ou Th2. Objetivo deste trabalho foi 
caracterizar sub-fração de antígeno de alta massa molecular (hMM) de P. 
brasiliensis, assim como, avaliar a resposta imune humoral e celular a este 
componente. Inicialmente a fração de hMM (~380 kDa)  foi obtida por cromatografia 
em coluna de Sephadex G-200 e a seguir tratada papaína. A fração de hMM sem 
tratamento e tratada com papaína foi submetida a Cromatografia líquida de alta 
eficiência (CLAE). As frações foram analisadas por dot blotting/ELISA/western 
blotting utilizando pool de soros de pacientes com PCM e a seguir avaliada a 
resposta imune humoral e celular as frações antigênicas em paracoccidiodidomicose 
experimental em camundongos Balbc.  Determinou-se também a concentração de 
IL-10, IL-4 e INF-γ em sobrenadantes de linfócitos de camundongos estimulados 
com a fração de hMM e sub componente.  Os resultados obtidos demonstraram que 
a fração de hMM de ~380 kDa pode gerar componentes de MM  aproximadamente 
de ~70kDa e de ~27 kDa,  sendo a de 70 kDa com capacidade de interagir com 
soros de pacientes com PCM. Tanto a fração ~380 kDa  como  sub-fração  de ~ 70 
kDa induziram resposta linfoproliferativa, com aumento de INF-γ, IL-10 e não de IL-4. 
Concluímos pelo trabalho que as frações de ~380 kDa e de ~70 kDa são antigênicas 
e apresentam a capacidade de induzir resposta imune celular possivelmente 
induzindo a ativação da resposta do tipo Th1. 
 
 
Palavras-chave: Paracoccidioidomicose. Paracoccidioides brasiliensis. Alta massa 
molecular. Antígeno, IgG. Resposta imune celular. Citocinas. 
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ABSTRACT 
 
 
Paracoccidioidomycosis (PCM) is a progressive systemic mycosis caused by the 
dimorphic fungus Paracoccidioides brasiliensis. The different clinical forms of the 
disease are associated with various degrees of suppression of cellular immunity, 
depending on the preferential activation of Th1 or Th2. The objective of this 
investigation was to characterize sub-fraction the antigen high-molecular-mass 
(hMM) component of P. brasiliensis, as well as to asses the humoral and cellular 
immune response to this component. Initially the hMM fraction (~380 kDA) was 
obtained by chromatography on a Sephadex G-200 column, and was then treated 
with papain. The untreated hMM fraction and the papain treated fraction were 
chromatographed on a high-preformance liquid column (HPLC). The fraction were 
analysed by dot blotting/ELISA/western blotting using pooled sera from PCM 
patients, followed by assessment of the humoral and cellular response to the 
antigenic fractions in experimental paracoccidioidomycosis in Balbc mice. The 
concentrations of IL-10, IL-4 and INF-γ in supermatants of lymphocytes of  mice 
stimulated with the hMM fraction and subcomponents were also determined. The 
results obtained showed that the hMM fraction of ~380 kDa  could generate MM 
components of approximately ~70 kDa and ~27 kDa. The 70 kDa component 
interacted with sera from PCM patients. Both the ~380 kDa fraction and the ~70 kDa 
subfraction induced a lymphoproliferative response, with increases in INF-γ and IL-10 
but not in IL-4. From these data we conclude that the ~380 kDa abd ~70 kDa 
fractions are antigenic and capable of inducing a cellular immune response, possibly 
inducing activation of the Th1 type response. 
 
 
Keywords: Paracoccidioidomicose. Paracoccidioides brasiliensis. High-molecular 
mass. antigen. Cellular immune response. Citokynes. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
 

A Paracoccidioidomicose (PCM) é uma doença granulomatosa, 

sistêmica e de evolução crônica causada pelo fungo dimórfico Paracoccidioides 

brasiliensis (Pb) descrito inicialmente por Lutz, em 1908. A sua distribuição 

geográfica é limitada à América Latina, com maior incidência no Brasil, 

Venezuela, Colômbia, Equador e Argentina (Restrepo,  1974).  

O fungo P. brasiliensis apresenta-se na fase leveduriforme 

quando cultivado entre 35-37ºC ou nos tecidos do hospedeiro (Queiroz-Telles, 

1994) e na forma miceliana à temperatura ambiente. É facilmente convertido à 

forma miceliana ou levedura alterando-se a temperatura de cultivo. O processo 

reversível é dependente da regulação enzimática da síntese de glucanas que 

causam modificações na parede celular do fungo (San-Blas,  1982). 

Presumivelmente, P. brasiliensis habita o solo na forma miceliana. 

Acredita-se que a infecção ocorra através da inalação de propágulos miceliais, 

podendo o indivíduo infectado desenvolver a doença ou não. Na maioria das 

vezes ocorre a formação de um complexo primário pulmonar que regride 

espontaneamente com o estabelecimento da imunidade específica do hospedeiro. 

Nas lesões residuais de primo-infecção, pulmonares ou extra pulmonares, o fungo 

pode permanecer viável, em latência por muitos anos. Nas formas progressivas e 

disseminadas geralmente atingem os pulmões, mucosas, linfonodos, pele, 

adrenais, ou ainda outro órgão ou sistema (Londero & Del Negro 1986; Padilha-

Gonçalves, 1985). 

No International Colloquim of Paracoccidioidomycosis realizado 

em fevereiro de 1986, em Medellin, Colômbia, foi definida uma classificação 

relacionada à história natural da doença PCM: a) infecção; b) doença de forma 

aguda, ou subaguda (juvenil), ou forma crônica (adulto), ou forma residual 

(seqüelas). A forma aguda é mais severa e rara e, a forma crônica, pode se 

apresentar de forma benigna e localizada (unifocal) até casos mais severos e 

disseminados (multifocal), dependendo da eficiência da imunidade celular do 

indivíduo (Franco et al., 1987).  

Por apresentar ampla gama de manifestações clínicas, o 

diagnóstico laboratorial é de grande importância no estabelecimento do 
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diagnóstico e prognóstico.  A paracoccidioidomicose é diagnosticada por exames 

clínicos e radiográficos, exame microbiológico de escarros, raspados de células, 

pus, exames anatomopatológicos ou cultura do fungo (Custo et al., 1994). No 

entanto, nem sempre é possível a identificação direta do fungo, sendo necessária 

a utilização de outros meios diagnósticos, como os testes sorológicos. Os testes 

mais empregados são: imunodifusão radial dupla (IDRD) e ensaio 

imunoenzimático (ELISA) (Lacaz et al., 1962; Restrepo & Moncada, 1974; 

Camargo et al., 1988; Somensi et al., 1996 e Camargo et al., 1984). Outros 

métodos são utilizados como:  reação de fixação de complemento (RFC), reação 

de hemaglutinação, aglutinação, imunofluorescência e western blotting (Fava 

Neto, 1955; Taborda. & Camargo, 1993; Somensi, 1996; Cano et al., 1987; 

Camargo et al., 1991; Silva et al., 1989; Bueno et al., 1997; Hamilton, 1998). 

A resposta imune celular é considerada a mais importante forma 

de defesa do hospedeiro contra este fungo (Burger et al., 1996) e pacientes com 

infecção disseminada apresentam um teste intradérmico com paracoccidioidina 

negativo e reações granulomatosas fracamente definidas (Montenegro & Franco, 

1994). A resposta imune humoral não é considerada protetora, pois a intensa 

resposta humoral é correlacionada com a gravidade da doença (Singer-Vermes et 

al., 1993; Mello et al., 2002). Os indivíduos que apresentam PCM com forma 

crônica-unifocal geralmente apresentam a resposta imune celular associada a 

células T-helper 1(Th1), enquanto os indivíduos que apresentam PCM aguda, 

crônica- disseminada (multifocal) apresenta resposta T-helper 2 (Th2), baseada 

na classe ou subclasse de imunoglobulinas G (IgG) e no padrão de citocinas 

produzidas (Singer-Vermes et al., 1993; Baida et al., 1999).  

Diversas glicoproteínas são excretadas/liberadas pelo P. 

brasiliensis para o ambiente extracelular, principalmente as glicoproteínas de 27-

kDa (gp27), 43-kDa (gp43), 55-kDa (gp55), 70-kDa (gp70), 87-kDa (gp87) e 

glicoconjugado polidisperso de alta massa molecular e glicolipídeos, observados 

em antígeno cell free (CFA) obtido da superfície  do fungo, do sobrenandante de 

crescimento de P. brasiliensis em  meio líquido designado exoantígeno (ExoAg) 

ou de antígeno somático (SA) obtido por ruptura de P. brasiliensis (Puccia et al., 

1986; Blotta & Camargo, 1993; Toledo et al., 1995; Ortiz et al., 1998; Salina et al., 

1998).  Alguns componentes de P. brasiliensis podem ser importante para a 
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patogênese da PCM, sendo favorável ao P. brasiliensis ou ao desenvolvimento da 

resposta imune do hospedeiro.  

Marquez et al., 2005, observaram altos níveis de IgG e  não de 

IgE a componentes de alta-MM (hMM) de aproximadamente 386 kDa de P. 

brasiliensis no soro de pacientes com PCM na forma crônica mas não na forma 

aguda da doença, sugerindo a não indução da resposta Th2. Considerando a 

possibilidade da resposta imune à fração hMM ser benéfica ao hospedeiro, 

Pavanelli et al., 2004, estudaram atividade protetora da fração de alta massa 

molecular de P. brasiliensis em camundongos Balbc, evidenciando que ocorre 

imunidade protetora parcial, com diminuição de crescimento de colônias (CFU) e  

diminuição de antígenos circulantes. 

Este trabalho tem como objetivo caracterizar parcialmente o 

componente de hMM de P.brasiliensis e analisar a sua ação imunomoduladora 

em camundongos Balbc. 
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2 OBJETIVOS 
 
 
2.1 OBJETIVO GERAL: 
 
 

• Caracterizar o componente de alta massa molecular de P. brasiliensis e 

avaliar  a sua ação imunomoduladora. 

 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 
 
 

• Obter frações de componentes de alta massa molecular de P. brasiliensis. 

• Obter sub-frações de hMM por enzima papaína. 

• Determinar a massa molecular de sub-frações de hMM. 

• Determinar a antigenicidade. 

• Avaliar a resposta imune celular a fração  de hMM e sub-fração de hMM  

• em paracoccidioidomicose experimental em camundongos Balbc. 

• Determinar  nível de IL-4, IL-10 e INF-γ em sobrenadante de cultura de 

linfócitos estimulados com a fração de hMM e sub-fração de hMM em PCM 

experimental em camundongos Balbc. 

• Avaliar a resposta imune humoral à fração de hMM e sub-fração de ~70 

kDa. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 
 

 

3.1 OBTENÇÃO DE ANTÍGENO CELL FREE (CFA PB18) (Camargo et al.,1991) 

 

 

O antígeno cell free foi obtido de P. brasiliensis cepa 18 (Pb18), 

cultivado em Ágar Sabouraud por 5 dias a 35ºC. Após cultivo de 5 dias, foi 

colocado em solução salina-fosfato tamponada (PBS 0,15M e pH 7,4), com 

inibidor de protease PMSF a 2,5 mM (Sigma)  e solução thimerosol a 0,02%. Foi 

homogeneizada em vortex, durante 15 minutos e a seguir centrifugada a 13.600 g 

a 4ºC. A concentração da proteína foi determinada pela Técnica de Folim (Lowry 

et al., 1951). 

 

 

3.2 AMOSTRAS DE SORO 
 
 

Foram coletados aproximadamente 10 ml de sangue em 

seringa descartável estéril por punção venosa de pacientes com PCM do 

Ambulatório de Moléstia Infecciosas do Hospital das Clínicas da Universidade 

Estadual de Londrina, após informações ao paciente na participação deste estudo 

e consentimento do mesmo, foi utilizado formulário de consentimento, aprovado 

pelo Comitê de Ética da Universidade Estadual de Londrina. O sangue foi 

centrifugado a 292 g e o soro obtido estocados a –20ºC para posterior análise.  

 

 

3.3 CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE SEPHADEX G- 200 
 
 

Amostra de 9 ml de CFA  Pb18 (4 mg/ml)  foi aplicada em Coluna 

de Sephadex G-200 seguida de eluição em  PBS  0,15M pH 7,4. As frações 

obtidas pelo coletor automático de frações, foram analisadas em 

espectrofotômetro (Spectrum SP-2000UV) a 280 nm.  
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3.4 CROMATOGRAFIA LÍQUIDA DE ALTA EFICIÊNCIA 
 

 

Amostra de 100 µl da fração F17 (Coluna Sephadex G-200), 

foi re-fracionada em coluna de HPLC (Varian Pro Star), em coluna semi-

analítica C18. Foi utilizado tampão gradiente: 50% tampão acetato de 

amônio (Merck, Alemanha) 300 mM pH 7,0 e 50% de água bidestilada (Milli 

Q). A pressão empregada foi 1410 a 97 bars, 2 ml/min. As concentrações 

das proteínas de sub-frações foram dosadas pela técnica de Folim e 

armazenadas a -80ºC. 

 

 

3.5 “DOT BLOTTING” DAS FRAÇÕES DE HMM POR CROMATOGRAFIA EM SEPHADEX G- 
200 E SUB-FRAÇÕES DE HMM POR COLUNA DE HPLC 
 
 

Amostras de 2 µl de frações e sub-frações de hMM foram 

pipetadas em membrana de nitrocelulose (Gibco Invitrogen Corporation, Long 

Island, New York, EUA). A membrana foi bloqueada com solução leite molico 5% 

com tween 20 em solução PBS 0,15M, por 1hora em temperatura ambiente. 

Lavou-se 4x com tampão de lavagem (leite molico 0,5% com tween 20 em PBS 

0,15M). Em seguida a membrana foi colocada na presença de solução com “pool” 

de soros de pacientes PCM positivos diluído 1:40, incubando por 2h a 37ºC. Após 

novas lavagens a membrana foi incubada com conjugado peroxidase anti-IgG 

humano (Sigma 8775) por 1:30 h a 37ºC. A reação foi evidenciada com solução 

de diaminobenzidina (DAB - Sigma) e peróxido de hidrogênio em solução de PBS 

0,15M.  
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3.6 ELISA PARA DETECÇÃO DE  IGG ANTI-COMPONENTE DE SUB-FRAÇÕES DE HMM DO 

HPLC 
 
 

Immunoplacas (TPP, Switzerland), foram sensibilizadas com 3,5 

µg de sub-fração hMM  em tampão carbonato-bicarbonato de sódio pH 9,0,  por 1 

h a 37ºC e 18 horas a 4ºC. As placas foram lavadas com tampão de lavagem 

(leite molico 0,5% com tween 20 em PBS 0,15M) e bloqueadas com tampão de 

bloqueio (leite molico 5% com Tween 20 em solução PBS 0,15M), por 1hora em 

temperatura ambiente. As placas foram novamente lavadas, sendo então 

adicionado amostra de pool de soros de pacientes com PCM diluído 1:40, e 

incubadas por 2h a 37ºC. Após nova lavagem, foi adicionado conjugado 

peroxidase anti-IgG humano (Sigma A 8775), diluído 1:12000 em tampão de 

diluição. Após 1 hora e 30 minutos a 37ºC a placa foi lavada e a reação 

evidenciada com solução OPD (O-phenylenediamine Dihydrochloride - Sigma) em 

tampão substrato e peróxido de hidrogênio. A reação foi interrompida após 30 

minutos, com ácido sulfúrico 4N. A absorbância foi determinada em Aparelho 

Multiscan a 492 nm. Foram consideradas positivas as frações, em que a leitura 

em absorbância, apresentaram valores 2 vezes acima do valor de referência (sem 

anticorpo). 

 

 

3.7 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA COM SDS (SDS-PAGE) 
 
 

Amostras de 20 µl (preparadas previamente v/v em tampão de 

amostra 2 vezes, fervidas e centrifugadas). As amostras CFA Pb18 (4 mg/ml), 

fração F17 e sub-fração de hMM-HPLC e padrão de proteína de MM de 10-200 

kDa (Invitrogen 1078-010),  foram submetidas a eletroforese em gel gradiente de 

poliacrilamida de 5-15%.  

Após a corrida, em tampão tris glicina 1M (Pharmacia Biotech –

Sweden e Sigma Co., Germany), pH 8,2 a 100 V, o gel  foi colocado em solução 

de TCA [Ácido tricloroacético (Sigma Co, USA)] a 10%  por 30 minutos. Foi 

realizada lavagens de 10 minutos com solução de etanol 10% (Vetec, Rio de 
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Janeiro/RJ-Brasil) com ácido acético 5% (Nuclear, Diadema/SP-Brasil). Em 

seguida por 5 minutos em solução oxidante contendo ácido nítrico 3,2 mM (Sigma 

Co., USA) e dicromato de potássio 3,4 mM (Chemco, Campinas/SP-Brasil). 

Foram lavadas novamente com água destilada por 5 minutos. Foi adicionado 

solução de nitrato de prata 12mM (Nuclear, Diadema/SP-Brasil) por 20 minutos. 

Em seguida, foi lavado com água destilada e a revelação do gel foi realizada com 

solução de carbonato de sódio 280 mM (Nuclear, Diadema/SP-Brasil) e 

formaldeido  0,019% (Sigma Chemical Co., USA), e o bloqueio com solução de 

ácido acético 5%, realizado após a detecção das bandas. 

 

 

3.8 WESTERN BLOTTING 

 

 

Após a corrida eletroforética, as amostras foram transferidas para 

a membrana de nitrocelulose (Gibco Invitrogen Corporation, Long Island, New 

York, USA) em tampão tris-HCl-metanol a 23 V  por 18 horas e 100 V por 1 h. A 

membrana foi bloqueada com tampão de bloqueio, por 1 h à temperatura 

ambiente, seguida de lavagem com tampão de lavagem. Foi adicionado solução 

de “pool” de amostras de soros de pacientes com PCM (soros positivos por ELISA 

com exoantígeno) diluído 1:40 por 2h a 37ºC, seguida de lavagens com tampão 

de lavagem e adição de conjugado peroxidase anti-IgG humano diluído 1:3000 

(Sigma A-8775, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA), por 1:30 h a 37ºC. A 

membrana foi novamente lavada, a qual foi revelada com DAB (diaminobenzidina-

Sigma Co., USA) em PBS 0,15M e peróxido de hidrogênio.   

 
 

3.9 DIGESTÃO DA FRAÇÃO DE HMM COM ENZIMA PAPAÍNA 
 
 

10 mg de papaína (Sigma) foram adicionados em 50 µl de 0,3M 

tampão iodoacetamida (Sigma) contendo 50 µl da fração de hMM (2 µg).  Para 

determinar-se o melhor tempo de digestão da molécula de hMM, foi realizada 

várias incubações a 37ºC: 0’, 15’, 30’, 60’, 90’, 2 h, 4 h, 8h e 24 h. 
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3.10 INFECÇÃO DE CAMUNDONGOS BALBC 
 
 

Foram utilizados 16 camundongos Balbc machos de 4 a 6 

semanas, alimentados “ad libitum”. Dez camundongos foram infectados por via 

endovenosa com 1x106 céls./ml de P. brasiliensis (Pb18) e 6 camundongos 

controles foram inoculados com solução de PBS 0,15M estéril. Os camundongos, 

foram manipulados conforme normas e autorização do Comitê de ética em 

experimentação animal da Universidade Estadual de Londrina. 

 

 

3.11 CULTURA DE LINFÓCITOS DE CAMUNDONGOS E AVALIAÇÃO DA RESPOSTA 

LINFOPROLIFERATIVA 
 
 

Os camundongos foram sacrificados, após 28 dias de infecção, 

com éter etílico, sendo o baço retirado assepticamente e macerado. A suspensão 

celular foi tratada com tampão de Cloreto de amônio 0,14M pH 7,2,  para 

hemácias, centrifugadas e lavadas com PBS estéril. As células obtidas foram 

ressuspendidas em meio RPMI (Sigma Co., USA) completo (L-glutamina, Hepes, 

garamicina e 10% de soro bovino fetal) na concentração de 1x106 células/ml, 

adicionando-se: F17(100 µg/ml), ou F17-IV (50 µg/ml), ou gp43 (50 µg/ml), ou 

exoantígeno (50 µg/ml) com 100 µl de suspensão celular, incubando-se por 120 

horas. Dezoito horas antes das células serem colhidas, foi adicionado 3,5µl de 

timidina tritiada. O índice de estimulação das respostas linfoproliferativa foi 

calculado através da liberação da radioatividade incorporada em liquido de 

cintilação, contadas em aparelho cintilador Beckmann LS 6.800. O índice de 

proliferação foi calculado pela média de leitura das triplicatas da resposta 

linfoproliferativa a antígeno, em contagem por minuto (cpm), dividida pela média 

de leitura das triplicatas da resposta linfoproliferativa na ausência de antígeno.  
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3.12 ELISA CAPTURA PARA DETECÇÃO DE GP43 SOLÚVEL EM SORO DE 

CAMUNDONGOS BALBC 
 

 

Immunoplacas (TPP, Switzerland), foram sensibilizadas com 12,5 

µg/ml de IgG coelho anti-gp43 em tampão carbonato-bicarbonato de sódio pH 9,0,  

por 1 h a 37ºC e 18 horas 4ºC. As placas foram lavadas com tampão de lavagem 

e bloqueadas com solução de bloqueio, por 1hora em temperatura ambiente. As 

placas foram novamente lavadas, sendo então adicionado solução de soros de 

camundongos diluído 1:10 e incubadas por 1 hora e 30 minutos a 37ºC.  Após 

lavagens, foi adicionada IgG monoclonal  anti-gp43 a 30 µg/ml por 1hora e 30 

minutos a 37ºC. Após nova lavagens, foi adicionado conjugado anti-IgG de 

camundongo peroxidase (Sigma A 8924), diluído 1:12000 em tampão de diluição. 

Após 1 hora e 30 minutos a 37ºC a placa foi lavada e a reação evidenciada com 

solução OPD (O-phenylenediamine Dihydrochloride - Sigma) em tampão 

substrato e peróxido de hidrogênio. A reação foi interrompida após 30 minutos, 

com ácido sulfúrico 4N. A absorbância foi determinada em Multiscan a 492 nm. 

Foram consideradas positivas as frações em que a leitura em absorbância 

apresentaram valores 2 vezes acima do valor. 

 

 

3.13 CULTURA DE LINFÓCITOS PARA AVALIAÇÃO DE CITOCINAS 
 
 

A cultura foi realizada como descrito no item 11, porém com 

tempo de incubação de 72 horas. Amostras de sobrenadantes foram colhidas e 

armazenadas  a  -20ºC para posterior análise.  

Anticorpos anti-IL-10, anti-IL-4 e anti-INF-γ  na concentração de 3 

µg/ml (50 µl) foram diluídos em tampão bicarbonato 0,06M pH 9,6, adicionados 

em  immunoplacas (TPP, Switzerland) e incubadas por 18 horas a 4ºC em câmara 

úmida. As placas foram lavadas com tampão de lavagem, seguida de bloqueio 

com 100 µl de tampão PBS contendo soro bovino fetal 10% com pH 7.0; 0,05% 

de tween 20 e leite molico 5%. Após incubação por 1 hora a temperatura 

ambiente, foram lavadas e adicionados 50 µl/orifício de padrões de IL-10, IL-4 e 
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INF-γ, iniciando-se com uma diluição seriada de 2ng/ml em PBS/SFB 10% de 

pH7,0. Foram adicionados 50 µl de sobrenadante de cultura, incubadas por 2h a 

temperatura ambiente. Após lavagens, foi adicionando 50µl/orifício de anti-IL-10, 

anti-IL-4 e anti- INF-γ biotinilado, incubando-se por 1h a temperatura ambiente. 

Após nova lavagens adicionou-se 50 µl do conjugado avidina-peroxidase, 

incubadas por 20 minutos em temperatura ambiente e no escuro.  A reação foi 

revelada com solução de OPD em tampão substrato e peróxido de hidrogênio, 

leitura realizada a 450 nm no aparelho Molecular Devices Emax (precision 

microplates reader.  

 

 

3.14 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
 

Foi realizado análise de variância (ANOVA) teste Tukey-Kramer. 

Os valores descritos pela média ± desvio padrão, e os resultados considerados 

significativos quando  p<0,05. 
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4 RESULTADOS 
 

 

4.1.CROMATOGRAFIA DE CFA PB18 EM COLUNA DE SEPHADEX G-200 
 
 

O perfil espectrofotométrico das frações de CFA Pb18 em Coluna 

de Sephadex G-200, a 280 nm na figura 1. O primeiro pico (tubo 17) foi 

considerada fração de hMM, denominada de F17 (~380 KDa), de acordo com 

Marquez et al., 2005.   

 

 

4.2 RE-FRACIONAMENTO DA FRAÇÃO F17 EM COLUNA DE HPLC 
 
 

O re-fracionamento de 100 µl de F17(116,8 µg/ml) em Coluna de 

HPLC, resultou no perfil espectrofotométrico a 280 nm demonstrado na figura 2. A 

análise das frações eluídas por “dot blotting”, resultou em frações reativas com 

pool de soros de pacientes com PCM. Estas frações foram misturadas formando 

os Pools I a V: F17-I (fração 6 a 9), F17-II (fração 10 a 15), F17-III (fração 16 a 

19), F17-IV (fração 20 a 26) e F17-V (fração 27 a 45). Como padrões de MM, 

foram utilizadas ovoalbumina (3,34 µg/ml) (45 kDa) e IgG humano (40,89 µg/ml) 

(150 kDa). Os pools das sub-frações foram testados utilizando pool de soros de 

pacientes com PCM, verificando a fração com maior positividade na fração F17-

IV. 

 

 

4.3 DETERMINAÇÃO DA MASSA MOLECULAR 
 
 

O resultado de SDS-PAGE utilizando gel gradiente de 5-15%, 

demonstrou na  fração F17 a presença de um componente de ~ 380 kDa e em 

sub-fração F17-IV componentes de ~70 kDa e ~27 kDa (Figura 3). 
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4.4 WESTERN BLOTTING DAS FRAÇÕES E SUB-FRAÇÕES DE HMM 
 
 
Os resultados de western blotting demonstraram bandas reativas 

com anticorpos de pacientes com PCM. Na fração F17 foi observada banda de 

~380 KDa  e na sub-fração F17-IV banda de ~380 KDa e de ~70 KDa. (Figura 4). 

 

 

4.5 CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE HPLC DE PRODUTO F17 DIGERIDA COM PAPAÍNA 
 
 

O perfil espectrofotométrico a 280 nm do produto de digestão da 

F17 com enzima papaína em coluna de HPLC é apresentada na figura 5. As 

frações reativas com soros de pacientes com PCM por dot blotting foram 

denominadas de F17I (tubos 2 a 11)  e F17II (tubos 23 a 25). 

 

 

4.6 ANÁLISE DE PRODUTO DE DIGESTÃO DA F17 COM ENZIMA PAPAÍNA POR WESTERN 

BLOTTING 

 

 

Para selecionar tempo de digestão da F17 pela enzima papaína a 

37ºC, a fração foi incubada nos tempos de 1h, 2h, 4h, 8h e 24h. Não se observou 

nenhuma diferença nas bandas, entre os tempos de incubação, conforme figura 7. 

O resultado de “western blotting”, da F17 (918,8 µg/ml), e F17 tratada com enzima 

papaína, a 37ºC durante  4  horas  (2),  demonstrou   banda   de  ~380  kDa  e 

~70 kDa, enquanto que o controle CFA demonstrou várias bandas (Figura 6).  

 

 

4.7 RESPOSTA LINFOPROLIFERATIVA A F17 E F17-IV EM CAMUNDONGOS BALBC 
 
 

A resposta linfoproliferativa na cultura de linfócitos de 

camundongos Balbc, foi significativamente maior com as frações F17 (100 µg/ml), 
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F17-IV (50 µg/ml), gp43 (50 µg/ml) e  exoAg (50 µg/ml), (p < 0,05) em relação ao 

controle (Figura 8). Os resultados expressos em índice de proliferação foram: 

F17i= 10,44; F17-IVi= 5,23; gp43i= 3,81; ExoAg= 8,45; e RPMI= 1. O índice de 

proliferação celular foi maior com as células de camundongos infectados com 

Pb18 em relação ao controle (p<0,05). Por outro lado não houve resposta 

linfoproliferativa com gp43 (p>0,05). 

 

 

4.8 DETECÇÃO DE IMUNOGLOBULINA G ESPECÍFICAS E DE GP43 SOLÚVEL EM SORO DE 

CAMUNDONGOS INFECTADOS COM PB18 
 
 

Na figura 9, observamos que o grupo de camundongos infectados 

apresentaram maior quantidade de IgGs específicos em relação ao grupo controle 

(p<0,05).  Sendo para as correlações dos grupos F17i; F17-IVi;  gp43i e ExoAgi. E 

a presença de grande quantidade de gp43 solúvel circulante, está demonstrada 

na figura 10. A correlação entre o grupo infectado e grupo normal foi de p<0,0001. 

 

 

4.9 DETERMINAÇÃO DE NÍVEL DE CITOCINAS IL-10, IL-4 E INF-γ EM SOBRENADANTE DE 

CULTURA E LINFÓCITOS 
 
 

O resultado da análise dos níveis de IL-10, no sobrenadante de 

cultura de células de baço de animais infectados com Pb18 em resposta a F17, 

F17-IV e gp43 demonstrou diferenças significativas em relação aos animais 

controles, ou controle sem estímulo (p<0,05), Figura 11. Em IL-4, com os mesmos 

antígenos utilizados para o experimento, descrito acima, produziram menor 

quantidade de IL-4 (figura 12), não havendo diferenças estatísticas entre os 

grupos (p>0,05). Foi observado apenas nível elevado de INF-γ, no sobrenadante 

de cultura de linfócitos estimulados com F17 e F17-IV, em relação aos outros 

estímulos e ao controle (p < 0,05), Figura 13. 
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Figura 1 – Perfil espectrofotométrico a 280 nm de CFA de Pb18 por cromatografia 

em coluna Sephadex G-200. ( ↓) (fração 17) corresponde ao antígeno 
de hMM, determinado F17. 
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Figura 2 – Perfil espectrofométrico a 280 nm da fração de hMM (F17) 
refracionada em Coluna C18 de HPLC.  Padrões: ovoalbumina 45 
kDa (↓) e IgG humana de 150 kDa ( ⇓ ). A sub-fração hMM (F17-
IV), foi positiva em ELISA,  utilizando pool de soros de pacientes 
com PCM 

 
 
 

      1       2        3           4    

                          
 
 

Figura 3 – Perfil de eletroforese de gel gradiente d
coloração por Nitrato de prata das seguin
2) F17, 3) F17-IV e 4) Padrão de massa
(Invitrogen 1078-010).   (a) ~ 380 kDa, (b) 
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~70 kDa e (c)~27 kDa 



 28
 

 

                       1     2      3          4       
        

                               

 
 
⎯176,5
 
⎯113,7
⎯ 80,9
 
 
⎯ 63,8
⎯ 49,5
⎯ 37,4
⎯ 26,0
 ⎯19,6
⎯ 14,9
⎯  8,4 

 

Figura 4 – Resultado de “western blotting” das amostras: 1) CFA Pb18, 2) F17, 3) 
F17-IV e 4) Padrões de MM de 10-200), reativos com “pool” de soros 
de pacientes com PCM.   ( a) ~ 380 kDa e  (b) ~70 kDa 
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Figura 5 – Perfil espectrofométrico a 280 nm do produto de digestão da F17 com 

Papaína em HPLC. Positividade em “dot blotting” com pool de soros 
de pacientes com PCM, foram denominadas F17I  e F17II. 
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Figura 6 – Resultado de Western blotting de F17 e F17 tratada com enzima 

papaína F17 + papaína; 2) F17; 3) CFA Pb18 e 4) Padrão de MM  
(a) ~380 kDa e  (b)~70 kDa 
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Figura 7 – Western blotting da F17 tratada com enzima Papaína a 37ºC nos 

tempos de 1h, 2h, 4h, 8h e 24h. Apresentaram mesmas bandas nos 
diferentes tempo de incubação.   (a) ~380 kDa e  (b) ~70 kDa 
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Figura 8 – Índice de proliferação celular de linfócitos de baço de camundongos 

infectados com Pb18 (n=10) e camundongos normais (n=6), em 
resposta ao estímulo com os antígenos:  1) F17 (100 µg/ml);  2) F17-
IV  (50µg/ml);  
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Figura 9 – ELISA para avaliar IgG em soro de camundongos Balbc infectados 

com Pb18 e grupo normal, com os seguintes antígenos: 1) F17, 2) 
F17-IV, 3) gp43 e 4)ExoAg.  
Immune x Control p<0,05 
 1 x 2,3, 4 p<0,0001 
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Figura 12 – Resultado da análise de nível de IL-4 (pg/ml) em sobrenadante de 

cultura celular de baço de camundongos Balbc, grupo infectados 
com Pb18 (n=10) e grupo controle (n=6) por ELISA.  Meio RPMI 
(controle) e F17, F17-IV, gp43 e exoantígeno. 
RPMI x F17, F17-IV, gp43, ExoAg  p>0,05. 
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Figura 13 – Resultado da análise de nível INF-γ (pg/ml) em sobrenadante de 
cultura celular de baço de camundongos Balb/c, grupo infectados 
com Pb18 (n=10) e grupo controle (n=6) por ELISA. Meio RPMI 
(controle) e F17, F17-IV, gp43 e ExoAg.      
RPMI x F17, F17-IV    p<0,05 
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5 DISCUSSÃO 
 

 

Diversas glicoproteínas são excretadas/liberadas pela levedura de 

P. brasiliensis, como as gp27, gp43, gp55, gp70, gp87 e glicoconjugado 

polidisperso de alta massa molecular e glicolipídeos, observados em CFA, 

exoantígeno  e lisado (SA) (Puccia et al., 1986; Blotta & Camargo, 1993; Toledo et 

al., 1995; Ortiz et al., 1998; Salina et al., 1998).   

Dentre estes componentes a gp43 é a mais estudada por ser 

liberada pelo fungo em maior quantidade, por ser reconhecida por 100% de soros 

de pacientes com PCM e por ser considerado Ag específico (Silva et al., 2004). 

No presente trabalho foi analisado nível de gp43 solúvel circulante como controle 

de que os camundongos efetivamente foram infectados. A gp43 e a gp70 atuam 

como fatores de virulência (Benard et al., 2001) e possivelmente induzem a 

resposta celular mediada por Th2 (Márquez, 2003; Biselli et al., 2001). 

Considerando que a resposta protetora na PCM é mediada pela 

resposta do tipo Th1, seria importante o estudo de algum componente de P. 

brasiliensis que induzisse este tipo de resposta. Neste sentido Marquez et al. 

(2005) estudando níveis de IgG e IgE em soros de pacientes com PCM na forma 

crônica e na forma aguda evidenciaram a não indução da resposta Th2 pela 

fração hMM e posteriormente Pavanelli, 2004 estudou atividade protetora da 

fração hMM na PCM experimental. 

No presente trabalho foi observada intensa resposta 

linfoproliferativa a fração de hMM sugerindo que a mesma induz resposta imune 

celular. A resposta imune celular é considerada contra infecções fúngicas 

(Polonelli et al., 2000). Por outro lado, não observamos a resposta 

linfoproliferativa com a gp43, concordante com os dados da literatura (Benard et 

al., 1997). 

Além disso a análise de sobrenadante de cultura demonstrou 

nível elevado de INF-γ, sugerindo resposta do tipo Th1, portanto concordante com 

a observação de Marquez et al. (2005) e também com a proteção observada na 

PCM experimental (Pavanelli 2004). 

Considerando a possibilidade da existência de enzimas 

proteolíticas autólogas no preparado de CFA, foi utilizado inibidor de protease 
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PMSF. No entanto mesmo com a presença deste inibidor foi observada geração 

de sub-componente de MM aproximada de 70 KDa a partir da fração de hMM de 

~380 KDa evidenciada por SDS-PAGE. 

Adicionalmente a análise de eluato correspondente a fração de 

hMM, obtida por HPLC demonstrou positividade entre a fração de 45 kDa 

(ovoalbumina) a 150 kDa (IgG) reativa com pool de soros de pacientes com PCM, 

possivelmente correspondente a fração de 70 kDa observada por SDS-PAGE.  

Como ocorre liberação de componente de hMM no preparado 

CFA, não podemos descartar a possibilidade de ocorrer a liberação deste 

componente no hospedeiro durante uma infecção e também ocorrer a geração de 

produto de menor MM (70 kDa) no hospedeiro. 

A análise desse produto de ~70 kDa demonstrou que a mesma 

apresenta a capacidade de induzir a resposta linfoproliferativa de linfócitos de 

camundongos Balbc infectados com P. brasiliensis. E ainda, da mesma forma que 

a fração de  hMM o produto de ~70 kDa também foi capaz de induzir síntese de 

INF-γ em nível elevado quando os linfócitos de camundongos infectados foram 

estimulados com o referido produto. Por outro lado quando os linfócitos foram 

estimulados com gp43 foi observado baixo nível de INF-γ. O mesmo resultado tem 

sido demonstrado com os linfócitos de pacientes tanto da forma aguda como da 

crônica de PCM em resposta a gp43 (Benard et al., 1997). 

No presente trabalho também foi observada nível elevado de IL-

10 em sobrenadante de cultura de linfócitos de camundongos infectados e 

estimulados tanto com a fração de hMM, como fração de menor MM (F17-IV), 

possivelmente de ~70 kDa, bem como com a gp43. 

A IL-10 apresenta atividade anti-inflamatória e imunossupressora. 

Benard et al.(2001) demonstraram nível elevado de IL-10 em pacientes com PCM 

em resposta a gp43, concomitante com o nível baixo de INF-γ. Possivelmente 

nível elevado de IL-10 e baixo nível de INF-γ deve modular a resposta do tipo Th2. 

No entanto, como a resposta a fração de hMM e F17-IV ocorre 

concomitantemente aumento de INF-γ e a IL-10, assim a IL-10 deve regular a 

resposta imune evitando a hiper-reatividade da resposta Th1. 

Embora por SDS-PAGE possa ser evidenciada duas bandas de 

MM aproximadamente de 70 kDa a partir da fração hMM obtida em coluna de 
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Sephadex G-200, no resultado de análise de produtos de degradação por western 

blotting foi observada uma  banda de ~70 kDa além da banda ~380 kDa. 

Não podemos descartar a hipótese de associação de gp70 com o 

componente de alta MM e que possa dissociar durante os processos 

cromatográficos. No entanto acreditamos que se trata de um componente distinto 

por induzir a resposta imune celular evidenciada pela resposta linfoproliferativa e 

pela sua capacidade de induzir aumento de INF-γ, indicativo de indução da 

resposta Th1. 

No presente trabalho foi observado uma produção aumentada de 

IgG após estimulação com a fração de hMM, a sub-fração de ~70 kDa e  a exoAg. 

A imunidade humoral não tem sido considerada protetora uma vez que intensa 

resposta imune humoral é correlacionada com a severidade da doença (Singer-

Vermes et al., 1993; Mello et al., 2002). No entanto tem sido relatado também a 

importância de alguns anticorpos na proteção, tais como anticorpos a 

polissacarides de Cryptococcus neoformans ou a componentes de parede celular 

de Candida albicans  (Polonelli et al., 2000).  Considerando que os anti-fúngicos 

são nefrotóxicos (Graybill et al., 2000; Gubbins, 2005) e ainda considerando que o 

tratamento de PCM requer um período longo (Mendes et al., 1994) o estudo de 

componentes de P. brasiliensis é muito importante como terapia alternativa. 
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6 CONCLUSÕES 
 

 

1) A fração de hMM de aproximadamente 380 kDa pode gerar componentes de 

MM inferior por degradação ou por ação da enzima papaína. 

2) Os sub-componentes de hMM apresentam MM de ~70 kDa e ~27 kDa. 

3) A sub-fração de ~70 kDa e não a de ~27 kDa apresenta antigenicidade. 

4) A resposta linfoproliferativa a fração de ~380 kDa e sub-fração de ~70 kDa, 

indica indução da resposta imune celular em PCM experimental em 

camundongos Balbc. 

5) Ocorre aumento no nível de INF-γ, IL-10 e não de IL-4 em sobrenadante de 

cultura de linfócitos de camundongos Balbc infectados, em resposta a fração 

de ~380 kDa e sub-fração ~70 kDa, sugerindo indução da resposta imune do 

tipo Th1. 

6) As IgGs anti-fração de ~380 kDa e anti-fração ~70 kDa são encontradas em 

níveis elevados em PCM experimental, todavia se esta resposta é protetora 

ou não, requer estudos adicionais. 

7) O sub-componente de ~70 kDa  provavelmente é um componente distinto da 

gp70 descrita na literatura, por induzir aumento de INF-γ, 
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