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RESUMO 
 
 

Paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistêmica causada pelo fungo dimórfico 
Paracoccidioides brasiliensis que libera diversos componentes imunogênicos, dentre eles o 
de alta massa molecular (hMM).  O objetivo desse trabalho foi obter a sub-fração do 
componente de alta massa molecular por digestão com tripsina, assim como avaliar a resposta 
imune humoral a este componente na paracoccidioidomicose experimental. Inicialmente a 
fração hMM (~380KDa) foi obtida por cromatografia em Coluna de Sephadex G – 200 e a 
seguir tratada com tripsina por 60’, 120’, 150’ a 37ºC e re-analisada por Cromatografia em 
Coluna de Sephadex G 100. A sub - fração F17 –II selecionada foi analisada por SDS – 
PAGE e utilizada na imunização de camundongos BALB/c. A seguir foi analisado o nível de 
IgG anti-gp43 , anti-hMM e gp43 solúvel nos grupos experimentais de camundongos normal, 
imunizado, imunizado/infectado e infectado utilizando ELISA indireto e ELISA de captura. 
Os resultados obtidos demonstraram nível significativo de IgG anti – sub-fração F17 –II 28 e 
56 dias pós imunização. No entanto não houve diferença significativa no nível de IgG anti-
sub-fração F17 –II entre o grupo imunizado/infectado e infectado. Foi observado nível 
elevado de IgG anti – gp43 ou anti – hMM nos animais infectados em relação ao controle mas 
não entre infectados e imunizados/infectados. Concluímos pelo trabalho que a fração hMM de 
P. brasiliensis apresenta suscetibilidade à ação da enzima tripsina, podendo gerar dois 
fragmentos de massa molecular distintas em função do tempo de incubação. A F17-II 
resultante da digestão com tripsina apresenta massa molecular similar a gp43 e não é capaz de 
potencializar a resposta imune humoral na PCM experimental em camundongos por processo 
de imunização.  
 

 
Palavras-chave: Paracoccidioidomicose. Paracoccidioides brasiliensis. Alta massa 
molecular. Resposta Imune Humoral. Tripsina. 



GEREZ, Juliana Rubira. Humoral immune response to trypsin digested sub-fraction from 
high molecular mass Paracoccidioides brasiliensis antigen.  2007.  34f.  Dissertation 
(Master’s Degree in Experimental Pathology) – State University of Londrina, Londrina, 2007.  
 
 

ABSTRACT 
 
 

Paracoccidioides brasiliensis (Pb), the etiologic agent of a systemic mycosis, produces high 
molecular mass (hMM) antigens. The objective of this investigation was to obtain the sub - 
fraction from hMM antigens by trypsin digestion, as well as evaluate the humoral immune 
response to this component in the murine experimental PCM. The hMM fraction (~380KDa) 
was obtained by Sephadex G-200 cromatography and digested with trypsin at 37ºC during 60, 
120, 150 min followed by cromatography on Sephadex G–100. Two fractions were obtained 
and the selected sub-fraction (F17–II) was analyzed by SDS–PAGE. Groups of BALB/c mice 
were immunized with F17–II and the levels of IgG anti- F17–II were analyzed in serum 
samples from 28 and 56 days post-immunization by ELISA. Additionally, groups of mice 
immunized/infected (i.v.) with 1 x 106 yeast cells (Pb18) and as controls only infected or 
inoculated with adjuvant or with PBS were used. After 56 days post-infection the levels of 
IgG anti-gp43, IgG anti-hMM and soluble gp43 were analyzed by indiret and capture ELISA. 
A significant high level of IgG to F17–II (p<0.001) was observed in 28 and 56 days post-
immunization. The analysis of serum IgG anti- gp43, IgG anti-hMM and soluble gp43 
demonstrated a higher level in the group of infected animals in relation to the control but not 
among immunized/infected and infected groups. In conclusion, the hMM antigen is 
susceptible to trypsin and at least two digestion products, one with MM ~ 43 kDa (F17-II) can 
be obtained. Also this sub-fraction F17-II doesn't present the capacity to increase the humoral 
immune response in murine PCM. 

 
 
Keywords: Paracoccidioidomycosis. Paracoccidioides brasiliensis. High- molecular mass. 
Humoral immune response. Trypsin. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

Paracoccidioidomicose (PCM) é uma doença infecciosa, granulomatosa, 

causada por um fungo dimórfico, Paracoccidioides brasiliensis, que cresce no hospedeiro na 

forma de levedura a uma temperatura de 37ºC, ou como micélio (filamentoso) a 25ºC, sendo 

restrito a América Latina, com áreas endêmicas no Brasil, Colômbia, Venezuela e Argentina 

(BRUMMER et al., 1993). 

A doença afeta predominantemente trabalhadores rural sendo mais freqüente 

em homens, isto possivelmente se deve ao efeito protetor do estrógeno, hormônio feminino 

(ARISTIZABAL et al., 2002). 

Propágulos fúngicos aéreos iniciam a infecção e passam por conversão a fase 

leveduriforme, estágio infeccioso do P. brasiliensis, nos pulmões, progredindo 

secundariamente aos linfonodos e seguido de disseminação linfática ou hematogênica para o 

fígado, baço, pele e mucosa (McEWEN et al., 1987). 

A forma leveduriforme induz uma resposta no hospedeiro caracterizada pela 

formação de um granuloma (BRUMMER et al., 1993; NEGRONI, 1993). 

Nos pulmões ou nódulos linfáticos os granulomas podem permanecer 

dormentes por anos ou progredir para desencadear uma doença, dependendo da resposta 

imunológica do hospedeiro. Formas distintas da doença (PCM) são descritas, variando desde 

formas agudas até formas crônicas, sendo que em ambos os casos a disseminação para outros 

órgãos pode ocorrer (BRUMMER et al., 1993; NEGRONI, 1993). 

A forma aguda é a mais grave e rara, afeta pacientes mais jovens de ambos 

os sexos, envolvendo principalmente o sistema reticuloendotelial (CASTRO & DEL NEGRO, 

1976; MENDES, 1994), e representa somente 3 a 5% dos casos (BRUMMER et al., 1993), 

enquanto que a forma crônica, mais freqüente, apresenta maior prevalência em homens 

adultos, com acometimento predominantemente do pulmão e tecidos mucocutâneos 

(CASTRO & DEL NEGRO, 1976; MENDES, 1994). 

É relatada a existência de hospedeiros menos graves ao P. brasiliensis pela 

habilidade de desenvolver uma resposta imune celular, que pode ser caracterizada pela 

positividade do teste intradérmico com paracoccidioidina e formação do granuloma compacto 

e organizado (FRANCO, 1987). 
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Já pacientes com doença disseminada apresentam um teste negativo para a 

paracoccidioidina e reações granulomatosas fracamente definida (MONTENEGRO & 

FRANCO, 1994).  

Pacientes com a forma unifocal da PCM usualmente apresentam baixos 

níveis de anticorpos específicos e resposta imune celular adequada, já os com a doença 

disseminada tipicamente mostram altos níveis de anticorpos específicos, ativação policlonal 

de células B, antigenemia e resposta imune celular debilitada (RESTREPO, 1988). 

A infecção primária pode persistir em focos quieiscentes por décadas como 

observado em alguns casos (MANNS et al., 1996). Isto significa que durante este período os 

pacientes foram capazes de controlar a disseminação fúngica, porém permanecendo focos em 

estado de dormência, que poderão ao longo do tempo ou mesmo mediante situações de 

imunossupressão promover reativação com disseminação da doença. 

Em virtude do aumento na proporção de doenças fúngicas, sobretudo 

acarretada pela reativação dos focos dormentes, convém à utilização de imunização 

terapêutica como tentativas para eliminar os organismos dormentes ou propriamente extinguir 

a infecção, especialmente em doenças cujo tratamento é longo e traumático, como o caso da 

paracoccidioidomicose, podendo em alguns casos provocar lesões hepatotóxicas (DIXON et 

al., 1998).   

Fatores relevantes nos mecanismos de resistência e suscetibilidade em 

humanos na PCM são ainda pouco conhecidos. Há poucos trabalhos que descrevem o papel 

de antígenos de P. brasiliensis na indução de uma resposta imunológica protetora em PCM 

experimental (IZACC et al., 2001).   

Até o momento a natureza química dos componentes do P. brasiliensis é 

pouco conhecida, sendo poucas as moléculas do patógeno isoladas e caracterizadas (DIEZ et 

al., 2002). 

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 gliconjugado polidisperso de alta massa 

molecular e glicolipídeos. Estes antígenos são observados no antígeno cell free (CFA) obtido 

da superfície do fungo, no sobrenandante de crescimento de P. brasiliensis em meio líquido 

designado exoantígeno (ExoaAg) ou no antígeno somático (AS) obtido por ruptura de P. 

braisiliensis (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 



importantes para a patogênese da PCM, sendo favorável ao P. brasiliensis ou ao 

desenvolvimento da resposta imune adequada do hospedeiro. 

A gp43 promove uma resposta humoral imunodominante assim como 

resposta imune celular (TRAVASSOS et al., 1994), funcionalmente atua como uma adesina 

(VICENTINI et al., 1994). 

Células T CD4 preferencialmente reagem com a gp43, in vitro, e sintetizam 

INF-γ em resposta. Sabe-se que esta citocina é muito importante para controlar a infecção em 

camundongos (DIXON et al., 1998). 

A produção sustentada de citocinas padrão TH1, tipo INFγ e IL-2 e níveis 

significativamente altos de IgG2a, são encontrados em camundongos resistentes a PCM 

(KASHINO et al., 2000).   

Dados preliminares indicam que imunizações estimulando a liberação de 

INF-γ e injeções de gp43 possam reduzir a concentração do Pb nos pulmões de camundongos 

inoculados intratraquealmente e reduzir a severidade da inflamação nos pulmões (DIXON et 

al., 1998). 

DINIZ e colaboradores (2004) mostraram que a imunização de camundongos 

com as frações F0, FII, FIII de P. brasiliensis 18 fracionadas por cromatografia aniônica no 

sistema FPLC (Fast protein liquid chromatography), estimularam a resposta imunológica 

celular, avaliada pela proliferação in vitro de células do baço estimuladas por estes antígenos. 

Nos camundongos imunizados com F0 e FII a alta produção de IFN-γ foi capaz de prevenir a 

disseminação da infecção para outros órgãos com a formação de granulomas organizados e 

compactados, contendo poucas células fúngicas.  Embora a FIII induzisse a produção de INF-

γ, ela não desencadeou uma resposta protetora, pois a resposta adaptativa celular para o 

antígeno FIII não esta associada com proteção.  

MARQUEZ e colaboradores (2005), observaram altos níveis de IgG e não de 

IgE contra o componente de alta massa molecular (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 e colaboradores (2007) 

analisaram a atividade protetora da fração de hMM de P. brasiliensis em camundongos 

BALB/c, evidenciando que ocorre imunidade protetora parcial, com diminuição de 

crescimento de colônias (CFU) e diminuição de antígenos circulantes. 

Portanto, se faz necessário avaliar a resposta imune a sub-frações da fração 

de alta massa molecular de 380 kDa (hMM) do Pb, e assim identificar um antígeno menos 

complexo do AghMM do P. brasiliensis para investigação futura da sua ação 

imunomoduladora.
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

 

● Obter a sub-fração do componente de alta massa molecular obtida por digestão 

com tripsina na paracoccidioidomicose experimental 

        e avaliar a Resposta Imune Humoral.  

 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 

● Obter frações do componente de alta massa molecular (hMM) de P. 

brasiliensis por cromatografia em Coluna Sephadex G - 200. 

 

● Analisar efeito do tempo de incubação do componente hMM com a tripsina.  

 

● Obter sub-frações de hMM tratadas com enzima tripsina por cromatografia em 

Coluna Sephadex G 100-120. 

 

● Determinar a massa molecular da F17- II. 

 

● Determinar o nível de IgG anti-F17- II, IgG anti-hMM, IgG anti- gp 43 na 

paracoccidioidomicose experimental. 

 

● Comparar o nível de IgG anti-F17- II com o nível de IgG anti-hMM e IgG 

anti-gp43. 

 

● Determinar o nível de antígeno gp43 circulante na PCM experimental. 

 



 16

3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

3.1 ANIMAIS 

 

 

Camundongos machos adultos BALB/c de 6 a 8 semanas foram adquiridos 

do Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica da Universidade Estadual de 

Campinas e mantidos no Biotério do Laboratório de Imunologia Aplicada, Departamento de 

Ciências Patológicas da Universidade Estadual de Londrina alimentados ad libitum com ração 

peletizada e esterilizada.  

 

 

3.2 MICROORGANISMOS 

 

 

O fungo Paracoccidioides brasiliensis cepa Pb18 (cedido pelo Prof. Dr. 

Zoilo P. de Camargo - UNIFESP), foi mantido a 35 °C cultivado em ágar saboraud 4% 

(Biobrás) e repicado a cada cinco dias. 

 

 

3.3 OBTENÇÃO DE ANTÍGENO CELL FREE (CAMARGO ET AL., 1991) 

 

 

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

cultivado em Ágar Sabourand por 5 dias a 35°C. Após cultivo, foi colocado em solução 

fosfato-salina tamponada (PBS 0,15M e pH 7,4), com inibidor de protease PMSF a 2,5 mM 

(Sigma) e solução de thimerosol a 0,02%. Foi homogeneizado em vórtex durante 10 minutos 

e a seguir centrifugado a 12.000 rpm a 4ºC. A concentração de proteína foi determinada pela 

Técnica de Folin (LOWRY et al., 1951). 
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3.4 Cromatografia em coluna de Sephadex G-200 

 

 

Amostra de 10 ml de CFA Pb18 (4 mg/ml) foi aplicada em Coluna de 

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

automático de frações, foram analisadas em espectofotômetro (Spectrum SP-2000UV) a 280 

nm. A concentração de proteína foi determinada pela Técnica de Folin (LOWRY et al., 1951). 

 

 

3.5 DIGESTÃO DA FRAÇÃO DE HMM COM A ENZIMA TRIPSINA 

 

 

Amostra de 200 µl da solução de tripsina (Sigma) e HCl 0,001 M (1 mg/ml, 

pH 3,0) foi adicionada em 4 ml de fração de hMM (100 µg/ml) com pH 8,5 . Para determinar 

o melhor tempo de digestão da molécula de hMM, foram realizadas três incubações a 37°C 

por: 60’, 120’, 150’.  

 

 

3.6 CROMATOGRAFIA EM COLUNA SEPHADEX G 100-120 

  

 

As amostras de fração de hMM (100 µg/ml) em tampão bicarbonato de sódio 

1 M pH 8,5 incubadas em diferentes intervalos de tempo com a enzima tripsina foram 

aplicadas em Coluna Sephadex G 100 – 120, seguida de eluição em PBS 0,15 M pH 7,4. As 

sub-frações obtidas pelo coletor automático de amostras, foram analisadas em 

espectofotômetro (Spectrum SP-2000UV) a 280 nm. A concentração de proteína foi 

determinada pela Técnica de Folin (LOWRY et al., 1951). 

 

 

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

 

 

A amostra sub-fração F17-II (1 mg/ml) e padrão de proteína de MM 

(Invitrogen 1078-010), foram submetidas à eletroforese de poliacrilamida 7,5%. Após corrida, 
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em tampão tris glicina 1 M (Sigma) pH 8,2 a 100V, o gel foi colocado em solução de TCA 

(ácido tricloroacético - Sigma) a 10% por 30 minutos. Foi realizada lavagens de 10 minutos 

com solução de etanol 10% (Vetec, Rio de 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 12 mM (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 formaldeído 0,019% (Sigma), e o bloqueio com solução 

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

 

 

3.8 INFECÇÃO E IMUNIZAÇÃO DE CAMUNDONGOS BALB/C 

 

 

Camundongos BALB/c foram divididos em 5 grupos (n=5): a) controle sem 

infecção (normal), b) infectado, c) imunizados com 100 µg da sub-fração F17-II e infectados, 

d) imunizados com 100 µg da sub-fração F17-II sem infecção, e) inoculados com Adjuvante 

de Freund e infectados. Os camundongos imunizados e inoculados com AF receberam 

respectivamente, três doses da sub-fração de hMM ou de AF, sendo a primeira com adjuvante 

completo de Freund (ACF) e mais 2 doses com intervalos de 15 dias, com adjuvante 

incompleto de Freund, e após este período de imunização (45 dias) foram infectados com 1 x 

106 células de leveduras de P. brasiliensis, por via endovenosa. Os animais controle e 

infectado receberam, respectivamente PBS estéril ou 1 x 106 células de leveduras de P. 

brasiliensis. Os animais foram sacrificados após 56 dias da infecção incluindo 5 animais 

normais e 5 imunizados que foram sacrificados após 28 dias .  

Os camundongos foram manipulados conforme normas e autorização do 

Comitê de Ética em Experimentação Animal da Universidade Estadual de Londrina. 
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3.9 ELISA PARA DETECÇÃO DE IGG ANTI-HMM, IGG ANTI-F17-II, IGG ANTI- GP43 EM 

SORO DE CAMUNDONGOS BALB/C 

 

 

Immunoplacas (TPP, Switzerland), foram sensibilizadas com 100 µl/orifício 

contendo respectivamente, 30 µg/ml de hMM, de sub-fração F17-II e de gp43, diluídas em 

tampão carbonato-bicarbonato de sódio pH 9,0, e incubadas por 1 hora a 37°C e 18 horas a 

4°C. As placas foram lavadas com tampão de lavagem (leite em pó desnatado 0,5% com 

Tween 20 em PBS 0,15 M) e bloqueadas com tampão de bloqueio (leite em pó desnatado 5% 

com Tween 20 em solução PBS 0,15 M), por 1 hora em temperatura ambiente. As placas 

foram novamente lavadas, sendo então adicionado 100 µl/orifício de amostra de soro de 

camundongos, diluídas 1:10 em tampão de diluição (PBS, leite em pó desnatado) e incubadas 

por 1 hora a 37°C. Após lavagens, foram adicionados 100 µl/orifício de conjugado peroxidase 

anti-IgG de camundongo (Sigma A8924), diluído em tampão de diluição a 1:12000 e em 

seguida foi feita a incubação por 1 hora a 37°C. Após nova lavagem foram adicionados 100 

µl/orifício da solução reveladora (tampão citrato, O-phenylenediamine Dihydrochloride - 

Sigma, peróxido de hidrogênio) e a reação foi interrompida após 15 minutos, com 50 

µl/orifício de ácido sulfúrico 3 N seguida de leitura das placas em aparelho Multiscan a 492 

nm. 

 

 

3.10 ELISA CAPTURA PARA DETECÇÃO DE GP43 SOLÚVEL EM SORO DE CAMUNDONGOS 

BALB/C 

 

 

Immunoplacas (TPP, Switzerland), foram sensibilizadas com 100 µl/orifício 

de IgG de coelho anti-gp43, na concentração de 12 µg/ml, diluído em tampão carbonato-

bicarbonato pH 9,0, sendo incubadas por 1 hora a 37°C e 18 horas a 4°C. Em seguida as 

placas foram lavadas com tampão de lavagem (leite em pó desnatado 0,5% com Tween 20 em 

PBS 0,15 M) e bloqueadas com tampão de bloqueio (leite em pó desnatado 5% com Tween 

20 em solução PBS 0,15 M), por 1 hora em temperatura ambiente. As placas foram 

novamente lavadas, sendo então adicionado em duplicata 100 µl/orifício de amostra de soro 

de camundongos, diluídas 1:10 em tampão de diluição (PBS, leite em pó desnatado) e 

incubadas por 1 hora a 37°C.  Após 4 lavagens, foi adicionado 100 µl/orifício de anticorpo 
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monoclonal de camundongo anti-gp43, na concentração de 30 µg/ml e novamente incubados 

por 1 hora a 37°C. Após nova lavagem, e adição de 100 µl/orifício de conjugado peroxidase 

anti-IgG de camundongo (Sigma A8924), diluído em tampão de diluição a 1:12000, a placa 

foi incubada novamente por 1 hora a 37°C. Após adição de 100 µl da solução reveladora 

(tampão citrato, OPD, peróxido de hidrogênio). A reação foi interrompida em 15 minutos, 

com 50 µl de ácido sulfúrico 3 N seguida de leitura das placas em aparelho Multiscan a 492 

nm. 

 

 

3.11 ANÁLISE HISTOPATOLÓGICA 

 

 

Após o sacrifício dos animais parte do fígado foi removido e fixado em 

solução de formalina tamponada (0,05M NaH2PO4, 0,05M Na2HPO4, água destilada e 10% 

de formol 37%, pH 7,0). Os órgãos foram fixados por pelo menos 24 horas e submetidos à 

desidratação em álcool 70%, 90% e absoluto por 30 minutos cada, e 3 passagens de 15 

minutos por xilol. A seguir, submetidos a 3 banhos de 30 minutos em parafina. Secções de 5 

µm, fixadas em lâminas de microscopia, foram coradas pela técnica de Grocott 

(methenamina). Após hidratadas em água, as lâminas foram oxidadas em ácido crômico 5%, 

por 1 hora, e lavadas em água corrente por 10 minutos. Depois de tratadas em bissulfito de 

sódio 1%, durante 1 minuto, as lâminas foram novamente lavadas e incubadas em solução de 

nitrato de prata (5% nitrato de prata, 3% hexamine), à 60ºC. Após nova lavagem, as lâminas 

foram tratadas com 0,1% de cloreto de ouro, por 5 minutos. Os resíduos não oxidados foram 

removidos com 2% de tiosulfato de sódio, por 2 minutos, e a coloração de fundo foi realizada 

com Light Green stain.  

 

 

3.12 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 

Foi realizada análise de variância (ANOVA) teste de Tukey. Os valores 

foram 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 espectofotométrico das frações de CFA Pb18 em Coluna Sephadex 

G200, a 280 nm está mostrado 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 TRATADA COM TRIPSINA NA COLUNA SEPHADEX 

G100-120 

 

 

As amostras incubadas com tripsina foram aplicadas em coluna G 100 - 120. 

Os perfis espectofotométricos estão apresentados na Figura 2. A amostra de hMM tratada por 

60 min gerou somente 1 pico. O tratamento de 60 min, resultou em 2 picos. As incubações da 

fração de hMM por, 120’, 150’, geraram 3 picos indicando uma ação enzimática mais eficaz 

da tripsina sobre o componente de alta massa molecular. As sub-frações geradas na incubação 

do componente de hMM por 120’, foram misturadas formando Pools I e II: F17-I (tubos 17 a 

21) e F17-II (Tubos 23 a 28), mostrados na Figura 3. 

 

 

4.3 ANÁLISE DA SUB – FRAÇÃO F17- II POR SDS – PAGE 

 

 

O resultado da análise da amostra F17-II por SDS-PAGE utilizando gel de 

poliacrilamida 7,5% demonstrou a presença de uma banda com massa molecular aproximada 

de 43 KDa com migração eletroforética difusa (Figura 4). 
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4.4 NÍVEL DE IGG ANTI-F17-II 

 

 

Os resultados obtidos na Figura 5 mostram que os grupos de camundongos 

imunizados e sacrificados após 28 e 56 dias apresentaram, aumento estatisticamente 

significativo quando relacionados respectivamente ao grupo dos animais normais de 28 e 56 

dias. (p<0,001) 

 

 

4.5 NÍVEL DE IGG ANTI-HMM, IGG ANTI- GP43 E DE GP43 EM SORO DE CAMUNDONGOS 

 

 

Na Figura 6, observamos que os grupos Imunizado (p<0,05), 

Imunizado/Infectado, AF/Infectado e Infectado apresentaram um aumento significativo nos 

níveis de IgG anti – hMM (p<0,001), em relação aos animais normais, não observando 

diferença entre os demais grupos. (p>0,05) 

Com relação aos anticorpos anti - gp43, observamos que os animais dos 

grupos Imunizado/Infectado (p<0,01), AF/Infectado (p<0,05) e Infectado (p<0,01), 

apresentaram aumento significativo nos níveis de IgGs comparado ao grupo imunizado como 

apresentado na figura 7. E a presença de nível significativo de gp43 solúvel circulante nos 

grupos Imunizado/Infectado, AF/Infectado e Infectado, está demonstrada na Figura 8.  

 

 

4.6 ANÁLISE HISTOPATOLÓGICA 

 

 

Granulomas bem organizados com vários fungos ou partes de fungos foram 

observados no fígado de camundongos aos 56 dias pós-infecção (Figura 9). Não foi observada 

diferença entre os animais infectados, animais que foram inoculados com adjuvantes e 

infectados dos animais que foram imunizados com a fração F17-II e infectados. 
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Figura 1 – Perfil espectofotométrico a 280 nm de CFA de Pb18 por cromatografia em Coluna 
Sephadex G-200. ( ) Fração 17 correspondente ao antígeno de hMM, denominado 
F17. 

 

 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

Figura 2 – Perfil espectofotométrico a 280 nm da fração de hMM (F17) tratada por 60’, 120’ 
e 150’  com a tripsina a 37ºC e refracionada em Coluna Sephadex G 100-120.  
Padrão: hMM incubada por 60’ e refracionada em Coluna Sephadex G 100-120. 
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Figura 4 – Eletroforese em gel de poliacrilamida 7,5%. 1) Padrão de proteína de MM, 2) Sub-
fração F17-II (1 mg/ml) apresentando uma banda com massa molecular 
aproximada de 43kDa com migração eletroforética difusa.  
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Figura 5 – Nível de IgG anti – F17- II em soro de camundongos Normal (28 e 56 dias), 
Imunizado (28 e 56 dias), Imunizado/Infectado (56 Dias), AF/Infectado (56 
Dias) e Infectado (56 Dias), determinados por ELISA. Dados são informados 
como densidade óptica (D.O.) a 492nm, sendo a diluição do soro 1:10. Valores 
significativos quando p<0,001, sendo obtidos quando animais imunizados do 
grupo de 28 dias e 56 dias foram relacionados respectivamente com o grupo 
normal de 28 dias e 56 dias.  
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Figura 6 – Nível de IgG anti- fração de hMM de P. brasiliensis por ELISA no grupo de 
camundongos Normal, Imunizado, Imunizado/Infectado, AF/Infectado e Infectado, 
determinados por ELISA. Dados expressos em densidade óptica (D.O.) a 492 nm, 
sendo a diluição do soro 1:10. Valores significativos sendo obtidos quando os 
animais Imunizados (p<0,05) foram comparados aos normais, ou quando 
Imunizado/Infectado, AF/Infectado e Infectado (p<0,001) foram comparados em 
relação aos animais imunizados e normais, não observando diferença entre os 
demais grupos (p>0,05).  
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Figura 7 – Nível de IgG anti – gp43 em soro de camundongos Normal,  Imunizado, 
Imunizado/Infectado, AF/Infectado e Infectado, determinados por ELISA. Dados 
são informados como densidade óptica (D.O.) a 492 nm, sendo a diluição do soro 
1:10. Valores significativos quando os animais dos grupos Imunizado/Infectado 
(p<0,01), AF/Infectado (p<0,05) e Infectado (p<0,01), foram comparado aos 
animais normais e imunizados.  
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Figura 8 – Detecção de gp43 solúvel em soro de camundongos Normal, Imunizado, 
Imunizado/Infectado, AF/Infectado e Infectado, determinados por ELISA. Dados 
são informados como densidade óptica (D.O.) a 492nm, sendo a diluição do soro 
1:10. Valores significativos (p<0,05) obtidos quando animais Imunizados/ 
Infectados, AF/Infectados e Infectados foram comparados em relação aos normais 
e imunizados.  
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A 

B 

Figura 9 – Lesões histopatológicas de fígado nos grupos (A) imunizado/infectado (10x) e (B) 
Infectado (20x), mostrando granulomas epitelióides com muitas células de 
leveduras viáveis e uma destruição extensa do tecido. 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

Dentre diversos antígenos presentes no preparado CFA reconhecidos pelos 

soros de pacientes com PCM, o componente de alta massa molecular de migração 

eletroforética ampla é o antígeno menos investigado. Segundo PAVANELLI e colaboradores. 

(2007), a fração é semipurificada e constituída de dois antígenos de MM distintas sendo um 

de aproximadamente 380 kDa e outro com MM superior porém próximo de 380 kDa, embora 

MARQUEZ e colaboradores (2005) tenham demonstrado apenas um Ag de MM de ~380 kDa 

por Western blotting. Segundo PAVANELLI e colaboradores (2007) a hMM apresenta 

atividade protetora na PCM experimental.  

Considerando a importância da fração hMM, o presente trabalho teve como 

objetivo inicial de melhor caracteriza-la, avaliando a ação da tripsina sobre a fração hMM. 

Utilizando diversos tempos de incubação foi verificada que a ação da tripsina sobre a fração 

hMM resulta na geração de duas sub-frações denominadas de F17-I e F17-II. Esta 

suscetibilidade foi verificada pela análise do perfil cromatográfico a 280 nm de eluatos 

oriundos de cromatografia por gel de filtração. Esta suscetibilidade foi parcial como pode ser 

observado pela discreta diminuição do primeiro pico da Sephadex G-200 que corresponde ao 

primeiro pico da Sephadex-G100. 

A resistência à digestão com tripsina possivelmente se deve a presença de 

carboidratos (CH), pois PUCCIA e colaboradores (1986), demonstraram que os 

glicoconjugados de alta MM são ricos em carboidratos. A proteção conferida por CH tem sido 

observada com a diferença na proteólise entre a gp43 e a p38 (gp43 sem CH) pela ação de 

papaína e pronase. (TRAVASSOS et al., 1994). 

Possivelmente o processo de deglicosilação da fração hMM poderia 

favorecer a sua digestão pela tripsina como também por outras enzimas. 

A manutenção do componente de alta massa molecular também foi 

observada pela ação da papaína (KAMINAMI, 2006).  

A sub-Fração gerada com menor tempo de incubação e maior valor de 

absorbância a 280 nm, F17-II, foi selecionada para avaliação de imunogenicidade. Os 

resultados obtidos demonstraram um aumento no nível de IgG específica em camundongos 

previamente imunizados com a referida sub-fração. Este aumento significativo foi observado 

após 28 dias e após 56 dias pós-imunização.  
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Com objetivo de verificar o efeito da imunização na infecção com P. 

brasiliensis foi avaliado o nível de IgG a F17-II, IgG anti-hMM e à gp43 em camundongos 

imunizados/infectados e somente infectados durante 56 dias. Os resultados obtidos 

demonstram aumento significativo de IgG anti-hMM e anti-gp43 em soro de camundongos 

apenas infectados, não observando diferença com o grupo imunizado/infectado, indicando que 

a sub-fração F17-II não potencializa a resposta imune humoral, o que sugere uma baixa 

indução de células de memória. A análise histopatológica de fígado demonstrou a presença de 

fungo P. brasilienisis e, portanto com a presença de antígeno que poderia estar estimulando o 

sistema imune e no grupo com a imunização prévia poderia estar induzindo uma resposta 

muito mais evidente. No entanto mesmo nível de IgG a sub-fração F17-II foi observado no 

grupo imunizado/infectado e grupo infectado.  

Embora a fração F17-II seja parte integrante da fração hMM, possivelmente 

se trata de uma sub-fração de hMM que por si só não contribui com a imunogenicidade da 

fração hMM. 

Considerando que no processo de imunização com a F17- II foi utilizado 

Adjuvante de Freund (AF), como controle foi utilizado camundongo tratado apenas com AF e 

infectado. Os resultados obtidos demonstraram que o adjuvante freund não interfere na 

produção de IgG específicas. 

Embora a MM da sub-fração F17-II seja similar da gp43, os resultados de 

nível de IgG anti-gp43 sugere que a sub-fração não se trata de gp43. Além disso, a gp43 

apresenta uma banda estreita e compacta de migração eletroforética (KAMINAMI, 2006) 

enquanto que a sub-fração F17-II se apresenta de forma difusa. 

A determinação do nível circulante de gp43 solúvel tem sido, utilizado tanto 

como meio de diagnóstico (CAMARGO et al., 1991) bem como parâmetro de severidade da 

doença (SILVA et al., 2004). Como esperado, o resultado de análise de nível sérico de gp43 

solúvel no grupo infectado foi significativamente maior que no grupo normal, concordando 

com os dados de RAMOS e colaboradores (2005) e PAVANELLI e colaboradores (2007). No 

entanto, não foi observado diferença entre o grupo imunizado/infectado e infectado, sugerindo 

que a fração F17-II não apresenta atividade protetora. Porém, para afirmar esta hipótese são 

necessários estudos adicionais com diferentes doses de fração F17-II adicionados a diferentes 

períodos pós - imunização e pós – infecção. 
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6 CONCLUSÕES 

 

 

1) A fração hMM de P. brasiliensis apresenta suscetibilidade parcial à ação da enzima 

tripsina, gerando uma ou duas frações em função do tempo de incubação. 

 

2) A sub-fração F17-II apresenta antigenicidade e massa molecular de aproximadamente 

43kDa com ampla migração eletroforética. 

 

3) A Imunização prévia com a F17-II não potencializa Resposta Imune Humoral 

específica na PCM experimental em camundongos.  
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