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RESUMO 
 
 

O fungo termodimórfico Paracoccidioides Brasiliensis é o agente causador da 
paracoccidioidomicose (PMC). A resistência na PCM está relacionada a resposta 
imune celular (Th1), enquanto a susceptibilidade está relacionada à intensa resposta 
imune humoral (Th2) com aumento no nível de IgE. Considerando a possibilidade de 
envolvimento de gp70 de Paracocciodioides Brasiliensis na resposta Th2, no 
presente trabalho foi proposto determinar os níveis de IgE anti-gp70 em amostras de 
soro humano. Como fonte desse antígeno foi utilizado preparado de antígeno 
somático de P. Brasiliensis. Amostras foram submetidas à cromatografia em gel de 
filtração (Sephadex G-150/120) e as frações contendo gp70 detectadas por western 
blotting e refracionadas por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). O 
grau de pureza foi determinado por Western blot.  O nível sérico de IgG e IgE anti-
gp70, foi determinado por ensaio imunoenzimático (ELISA) com soros de pacientes 
com PCM na forma crônica (n=20) e doadores normais (n =20). Adicionalmente 
foram determinados os níveis séricos de IgE anti-exoantígeno e IgG total, por ELISA, 
em 12 amostras de soros de pacientes com PCM e, a seguir realizadas as análises 
de correlação de Pearson com o nivel de IgE anti-gp70. Os resultados obtidos 
demonstraram nível significativamente mais elevado de IgE e IgG a gp70 em grupo 
de pacientes com PCM em relação ao grupo controle (p < 0,05). E as análises de 
correlação de Pearson demonstraram forte correlação entre o nível de IgE anti-gp70 
e o nível de IgE anti-exoantígeno (r= 0,7032) e nível de IgG anti-gp70 com o nível de 
IgG total (r=0,7542). Concluímos pelos resultados obtidos que o aumento no nível de 
IgE sugere que a gp70 apresenta o potencial de indução de resposta Th2. A 
correlação com alguns marcadores utilizado no diagnóstico e monitoramento da 
PCM sugere o potencial da gp70 também como marcador biológico para o 
monitoramento da PCM, o que requer estudos adicionais.  
 
 
Palavras-chave: Paracoccidioidomicose. Fator de virulência. Antígeno somático. 

Anticorpos. gp70. 
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ABSTRACT 
 
 

The dimorphic fungus, Paracoccidioides Brasiliensis (Pb), is the causative agent of 
Paracoccidioidomycosis (PMC). The resistance in PCM is associated with cellular 
immune response (Th1), while susceptibility is related to the intense humoral immune 
response (Th2) with increase IgE levels. Considering the possibility of participation of 
gp70 of P. Brasiliensis in the Th2 response, the present study was designed to 
determine human serum levels of IgE antibodies anti-gp70. P. Brasiliensis (pb339) 
somatic antigen (SA) was used as the source of antigen, once it showed the highest 
concentration of gp70. SA Ag samples were subjected to gel filtration 
chromatography (Sephadex G-150/120) for this analysis. Fractions containing gp70 
detected by Western blot were re-fractionated by gel electrophoresis Polyacrylamide 
(SDS-PAGE). The antigen purity was determined by Western blotting. Serum IgG 
and IgE anti-gp70 was determined by enzyme-linked immunosorbent assay with sera 
from chronic PCM patients (n=20) and normal donors (n=20). Additionally, were 
determined the serum levels of IgE anti-Exoantigen and total IgG, in 12 serum 
samples from patients with PCM, by ELISA, and then performed statiscall analysis 
using Pearson correlation test with IgE anti-gp70 level. The results showed 
significantly higher levels of IgE and IgG antibodies to g70 in the group of patients 
with PCM in relation of the control group (p<0.05). And the analysis of Pearson 
correlation showed a strong correlation between the level of IgE anti-gp70 and the 
level of IgE anti-exoantigen (r=0.7032) and the level of IgG anti-gp70 with the level 
total IgG (r=0.7542) in serum samples from patients with PCM. We conclude by the 
results that the increase in IgE levels suggests that gp70 has the potential to induce 
Th2 response. The correlation with some markers used in diagnosis and monitoring 
of PCM suggests the potential of gp70 as a biological marker for diagnosis and or 
monitoring of PCM, which requires further investigation.  
 
 
Keywords: Paracoccidioidomycosis. Factor of virulence. Somatic antigen. 

Antibodies. gp70. 



LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1 – Esquema de purificação de gp70 ...........................................................29 

Figura 2 – Resultado de western blotting de AS e CFA de P. Brasiliensis ..............35 

Figura 3 – Resultado do Western blotting (SDS-PAGE 7,5%) ................................36 

Figura 4 – Resultado de western blotting ................................................................37 



LISTA DE TABELA E GRÁFICO 

 

Gráfico 1 – Perfil espectrofotométrico a 280nm de frações obtidas por 

cromatografia em Sephadex G-150/120 de AS......................................36 

Gráfico 2 – Determinação do nível de IgG anti-gp70 por ELISA...............................38 

Gráfico 3 – Determinação do nível de IgE anti-gp70 por ELISA ...............................39 

Gráfico 4 – Resultado da correlação de Pearson .....................................................40 

Gráfico 5 – Resultado da correlação de Pearson .....................................................40 

Gráfico 6 – Correlação entre IgG e IgE anti-gp70.....................................................41 

Tabela 1 – Elisa IgG e IgE anti-gp-70 de P. Brasiliensis ..........................................38 



LISTA DE SÍMBOLOS, SIGLAS E ABREVIATURAS 

 

ºC Graus Celsius 

µg Microgramas 

µL Microlitros 

mL Mililitros 

nm Nanômetros 

Ag Antígeno 

Ag7 Exoantígeno de Paracoccidioides Brasiliensis 

Anti-gp43 Anticorpo contra a glicoproteína de 43 quilodaltons 

AS Antígeno somático 

CD4 Conjunto de diferenciação CD4 (Linfócitos T CD4+) 

CD8 Conjunto de diferenciação CD8 (Linfócitos T CD8+) 

CFA Antígeno livre de células (Cell Free Antigens) 

CIC Imunocomplexo circulante 

EBP Proteína ligadora de estrogênio (Estrogen binding protein) 

ELISA Ensaio imunoenzimático (Enzime-linked immunossorbent assay) 

ExoAg Exoantígeno 

gp43 Glicoproteína de 43 quilodaltons 

gp70 Glicoproteína de 70 quilodaltons 

H2SO4 Ácido sulfúrico 

IgA Imunoglobulina A 

IgG Imunoglobulina G 

IgG1 Imunoglobulina G subclasse G1  

IgG2 Imunoglobulina G subclasse G2 

IgG3 Imunoglobulina G subclasse G3 

IgG4 Imunoglobulina G subclasse G4 

IgE Imunoglobulina E 

IgM Imunoglobulina M 

IL-2 Interleucina 2 

IL-4 Interleucina 4 

IL-5 Interleucina 5 

INF Interferon 

INF-γ Interferon gama



kDa Quilodalton 

MM Massa molecular 

N Normal 

NaOH Hidróxido de sódio 

NBT/BCIP 5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato mais nitro-azul tetrazolio 

PBS Tampão salino fosfato pH 7,2(saline-phosphate buffered, pH 7,2)  

PCM Paracoccidioidomicose 

PCR Reação em cadeia da polimerase (Polymerase chain reaction) 

PMSF Alfa-tolueno-sulfonilfluoreto 

SDS-PAGE Eletroforese em gel poliacrilamida com SDS (Polyacrylamide gel 

electrophoresis with SDS) 

SHN Soro humano normal 

Th1 Linfócito T “helper” (auxiliar) 1 

Th2 Linfócito T “helper” (auxiliar) 2 

TNF Fator de necrose tumoral (Tumor factor necrosis) 



SUMÁRIO 

 

1  INTRODUÇÃO ...............................................................................................14 

 

2  REVISÃO DE LITERATURA..........................................................................16 

2.1 PARACOCCIDIOIDES BRASILIENSIS: VISÃO GERAL E EPIDEMIOLOGIA......................16 

2.2 FATORES DE VIRULÊNCIA DE P. BRASILIENSIS .....................................................17 

2.3 MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS DA PARACOCCIDIOIDOMICOSE ....................................20 

2.4 DIAGNÓSTICO LABORATORIAL DA PCM ...............................................................22 

2.5 RESPOSTA IMUNOLÓGICA DO HOSPEDEIRO .........................................................23 

 

3  OBJETIVOS ...................................................................................................26 

3.1 GERAL .............................................................................................................26 

3.2 ESPECÍFICOS ....................................................................................................26 

 

4  MATERIAL E MÉTODOS...............................................................................27 

4.1 MATERIAL BIOLÓGICO........................................................................................27 

4.2 OBTENÇÃO DO ANTÍGENO SOLÚVEL E SOMÁTICO.................................................27 

4.3 CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE SEPHADEX G-150-120.....................................28 

4.4 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA COM SDS (SDS-PAGE) PARA 

PURIFICAÇÃO DE GP70 .....................................................................................28 

4.5 ANÁLISE DE CFA E AS POR WESTERN BLOTTING ................................................29 

4.6 IMUNOBLOTING DE AS PARA DETECÇÃO DE GP70 POR IGE DE SORO DE 

PACIENTES COM PCM E COM ANTICORPO MONOCLONAL ANTI-GP70 ....................30 

4.7 DETERMINAÇÃO DA PUREZA DE GP70 .................................................................30 

4.8 ELISA PARA IGG TOTAL ....................................................................................30 

4.9 DETERMINAÇÃO DE NÍVEL DE IGG ANTI-GP70 POR ELISA....................................31 

4.10 DETERMINAÇÃO DE NÍVEL DE IGE ANTI-GP70 E EXOAG. DE P. BRASILIENSIS 

POR ELISA.......................................................................................................31 

4.11 ANÁLISE ESTATÍSTICA........................................................................................32 

 

5  RESULTADOS ...............................................................................................33 

5.1 ANÁLISE DE CFA E AS DE P. BRASILIENSIS POR WESTERN BLOTTING ...................33



5.2 FRACIONAMENTO DE AS DE P. BRASILIENSIS POR CROMATOGRAFIA DE GEL 

FILTRAÇÃO .......................................................................................................33 

5.3 PURIFICAÇÃO DE GP70 DE P. BRASILIENSIS.........................................................33 

5.4 IMUNOBLOT DE AS PARA DETECÇÃO DE GP70 POR IGE DE SORO DE 

PACIENTE COM PCM E COM ANTICORPO MONOCLONAL ANTI-GP70 ......................33 

5.5 ANÁLISE DE IGG SÉRICO ANTI-GP70 POR ELISA.................................................34 

5.6 ANÁLISE DE IGE SÉRICO ANTI-GP70 POR ELISA .................................................34 

5.7 CORRELAÇÃO ENTRE NÍVEL DE IGE ANTI-GP70 E IGE ANTI-EXOANTÍGENO ............34 

5.8 CORRELAÇÃO ENTRE NÍVEL DE IGG ANTI-GP70 E IGG TOTAL ...............................34 

5.9 CORRELAÇÃO ENTRE NÍVEL DE IGG E IGE ANTI-GP70 ..........................................34 

 

6  DISCUSSÃO ..................................................................................................42 

 

REFERÊNCIAS.........................................................................................................45 

 

7  CONCLUSÕES ..............................................................................................57



14 

1  INTRODUÇÃO 

 

O fungo termodimórfico Paracoccidioides Brasiliensis é o agente 

causador da paracoccidioidomicose (PCM), a mais prevalente micose sistêmica 

humana na América latina, endêmica no Brasil, Argentina, Venezuela e Colômbia. 

Esta infecção é adquirida por inalação de propágulos fúngicos encontrados em 

natureza, provavelmente no solo, os quais chegam aos pulmões e são convertidos 

para a forma de levedura. As leveduras podem tanto serem eliminadas por células 

imunocompetentes, como disseminadas para os tecidos através da via 

hematogênica ou linfática (RESTREPO, 1985; MCEWEN et al., 1987).  

A PCM é caracterizada por inflamação granulomatosa, com 

supressão da imunidade celular e altos níveis séricos de anticorpos não protetores 

(SAN-BLAS, 1993). A doença pode apresentar um amplo espectro de manifestações 

clínicas e patológicas variando de infecção pulmonar assintomática a formas graves 

e disseminadas (ALMEIDA et al., 1998; FRANCO et al., 1987). A forma crônica é a 

apresentação clínica mais comum e afeta predominantemente homens adultos, com 

freqüente envolvimento pulmonar, de mucosa, cutâneo e adrenal. Embora a 

gravidade da infecção seja devido a vários fatores, é especialmente dependente da 

capacidade de proteção do sistema imune do hospedeiro (FRANCO et al., 1989).  

Um dos principais antígenos expresso pelo fungo P. Brasiliensis, a 

gp70, é reconhecida por 96% dos soros de pacientes com PCM (BLOTTA; 

CAMARGO, 1993). A gp70 é composta predominantemente de polissacarídeos 

(MATTOS GROSSO et al., 2003) e esta importante molécula não é somente um 

marcador para a doença, mas também tem habilidades imunomoduladoras in vitro, 

incluindo indução da resposta linfoproliferativa quando testado com linfócitos de 

pacientes com PCM (BERNARD et al., 1997) e diminuição na função de macrófagos 

peritoneais como a fagocitose, produção de NO e H2O2, (MATTOS GROSSO et al., 

2003). É detectada na urina de pacientes com a forma aguda da doença (SALINA et 

al., 1998), e In vivo, anticorpo monoclonal anti-gp70 confere imunoproteção quando 

administrado no início ou durante a infecção por PCM em camundongo (MATTOS 

GROSSO et al., 2003).  

Depressão da imunidade celular é comumente encontrado na 

paracoccidioidomicose e correlacionado com a forma aguda e progressiva da 

doença (MENDES; RAPHAEL, 1971; MENDES et al., 1971; MOTA et al., 1985). e 



15 

um aumento do nível de resposta imune humoral está associado com o aumento da 

disseminação da doença (ARANGO et al., 1982).  

A resistência à infecção por P. Brasiliensis têm sido correlacionada à 

interferon-γ (IFN-γ) e outros tipos de citocinas Th1, enquanto a susceptibilidade tem 

sido correlacionada com a produção de citocinas tipo Th2, como interleucinas (IL)-4, 

IL-5 e IL-10 (OLIVEIRA et al., 2008).  

A avaliação da resposta imune humoral é uma importante 

ferramenta para o diagnóstico e monitoramento de pacientes com PCM. O nível da 

produção de anticorpos específicos tem sido usado pra correlacionar a gravidade da 

doença e monitoramento da resposta ao tratamento (FRANCO et al., 1989).  

Os Métodos tradicionais para diagnóstico da PCM consistem na 

identificação de P. Brasiliensis em exame a fresco de escarro ou outro espécime 

clínico (como por ex. aspirado de linfonodos) e/ou por exame histopatológico. 

Diagnóstico imunológico utiliza a detecção de anticorpos séricos anti-gp43 (SAN-

BLAS et al., 2002). Porém sabe-se que a gp43 pode desaparecer da circulação 

durante o tratamento (MENDES-GIANNINI et al., 1989) e gerar resultados falso-

negativos (DEL NEGRO et al., 1995) ou ocasionalmente reações cruzadas 

(PUCCIA; TRAVASSOS, 1991), provavelmente devido ao polimorfismo da gp43 

(MORAIS et al., 2000)  

No presente trabalho, analisar-se-á o nível de IgE anti-gp70 em 

soros de pacientes com PCM crônica, por ELISA. Esta é a primeira vez que se 

descreve a utilização de ELISA para detecção de IgE anti - gp70. Estes dados 

podem contribuir para a melhor compreensão do desenvolvimento da resposta Th2, 

uma vez que a produção de IgE está relacionado ao desvio do padrão da resposta 

humoral para Th2.  
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2  REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 PARACOCCIDIOIDES BRASILIENSIS: VISÃO GERAL E EPIDEMIOLOGIA 

 

O fungo termodimórfico Paracoccidioides Brasiliensis é o agente 

etiológico da paracoccidioidomicose (PCM), a mais prevalente micose sistêmica 

humana na América latina, endêmica no Brasil, Argentina, Venezuela e Colômbia 

(RESTREPO, 1985), sendo que 80% dos casos encontram-se no Brasil 

(COUTINHO, 2002). Encontra-se taxonomicamente classificado no filo Ascomycota, 

ordem Onygenales e família Onygenaceae (SAN-BLAS et al., 2002).  

O P. Brasiliensis apresenta-se na forma leveduriforme em 

temperaturas entre 35-37oC e micelial a 25oC (LACAZ et al., 1991). Lutz (1908) foi o 

primeiro a relatar essa micose e Splendore (1912) a observar o dimorfismo térmico 

do fungo. A conversão da fase micelial do fungo para a fase leveduriforme é 

dependente tanto de fatores relacionados à temperatura (MEDOFF et al., 1987) 

quanto de fatores nutricionais (MIYAJI et al., 2003). Os clamidiósporos de P. 

Brasiliensis podem exercer um importante papel no processo de conversão da forma 

de micélio para levedura (MIYAJI et al., 2003). Tal transição resulta em modificações 

na composição da parede celular, provavelmente mediadas por enzimas de 

membrana (SAN-BLAS et al., 1987). Os polímeros mudam de beta-glucanos para 

alfa-glucanos, possivelmente para evitar que os beta-glucanos desencadeiem a 

resposta inflamatória (BORGES-WALMSLEY et al., 2002).  

Embora o fungo tenha sido encontrado no solo, geralmente em 

regiões classificadas como florestas montanhosas subtropicais, o entendimento de 

seu habitat natural é ainda limitado (NEGRONI, 1966; ALBORNOZ, 1971; SILVA-

VERGARA et al., 1998). O tatu, Dasypus novemcinctus tem sido apontado como 

reservatório primário natural do P. Brasiliensis, encontrando-se preferencialmente 

em florestas úmidas e sombreadas (BAGAGLI, 1998; SILVA-VERGARA; 

MARTINEZ, 1999).  

Em regiões endêmicas, a infecção por P. Brasiliensis é 

frequentemente adquirida antes dos 20 anos de idade, sendo que a forma 

sintomática da infecção é mais prevalente entre as idades de 30 e 50 anos.  A 

incidência da PCM ocorre numa taxa de 78:1 em adultos do sexo masculino quando 

comparados àqueles do sexo feminino (RESTREPO et al., 1984).  
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No Brasil, estima-se que a incidência anual é de 1 a 3 casos por 100 

mil habitantes em áreas com alta endemicidade, com coeficiente de mortalidade de 

1,45/milhão de habitantes (RESTREPO, 2001; COUTINHO et al., 2002).  

 

2.2 FATORES DE VIRULÊNCIA DE P. BRASILIENSIS 

 

No caso de fungos patogênicos, pode-se considerar como fatores de 

virulência alguns componentes da parede celular como, por exemplo, a α-(1,3)-

glucana (SAN-BLAS; VERNET, 1977); moléculas de adesão aos tecidos do 

hospedeiro (VARTIVARIAN, 1992), observadas em leveduras de P. Brasiliensis, bem 

como em outros fungos dimórficos como Blastomyces dermatitidis, Histoplasma 

capsulatum e Cryptococcus neoformans (JIMENEZ-LUCHO et al., 1990; KLEIN et 

al., 1993); produção de enzimas como proteinases, lípases e fosforilases, 

importantes para a nutrição e invasão do fungo nos tecidos (ODDS, 1985; RUCHEL, 

1986).  

Os constituintes de parede fúngica α-1,3-glucana e -1,3-glucana 

também estão associados à regulação da transição dimórfica de P. Brasiliensis. 

Sabe-se que uma baixa quantidade de α-1,3-glucana na parede celular da forma 

leveduriforme está freqüentemente relacionada a uma baixa virulência, apesar de 

alguns mutantes avirulentos ainda apresentarem níveis de α-1,3-glucana 

comparáveis aos de isolados selvagens. As -glucanas são consideradas um 

importante imunomodulador da resposta inflamatória do hospedeiro por induzir a 

produção de fator de necrose Tumoral (TNF) (SAN-BLAS; SAN-BLAS, 1977 apud 

HOGAN et al., 1996).  

O fato de a PCM infecção ser significativamente alto no sexo 

masculino, e a exposição ao fungo ser praticamente igual para ambos os sexos 

levou à hipótese de que os hormônios sexuais femininos interferem na infecção do 

fungo (KERR et al., 1984; RESTREPO, 1984). Proteínas de ligação ao estrógeno 

têm sido detectadas no citosol do fungo (LOOSE et al., 1983) e durante a 

transformação, novas proteínas são produzidas como resultado da incorporação de 

estradiol (RESTREPO, et al., 1984). Investigações a respeito do efeito hormonal de 

hospedeiros mamíferos sobre a patogenicidade de P. Brasiliensis levou à evidência 

de que o hormônio 17-estradiol (E2) inibe a transição da fase filamentosa para a 
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fase leveduriforme do fungo sem, porém, afetar a transição inversa ou o crescimento 

e gemulação leveduriformes. Também foi reportada a existência de uma proteína 

ligadora de estrogênio (EBP) de alta afinidade, presente no citosol da fase 

leveduriforme do fungo (LOOSE et al., 1983 apud HOGAN et al., 1996). Acredita-se 

que o hormônio E2 circulante em mulheres adultas retarda ou inibe a transição de 

partículas infectantes à forma parasitária leveduriforme e a EBP age como um fator 

“negativo” de virulência, desde que a sua presença altera profundamente o 

surgimento da infecção em uma população de mulheres adultas relativamente 

resistentes (HOGAN et al., 1996).  

Diversas glicoproteínas são excretadas pelo P. Brasiliensis para o 

ambiente extracelular, principalmente as glicoproteínas de 27kDa (gp27), 43kDa 

(gp43), 55kDa (gp55), 70kDa (gp70), 87kDa (gp87), glicoconjugado polidisperso de 

alta massa molecular (MM) e glicolipídeos, observados em antígeno cell free (CFA) 

obtido da superfície do fungo, do sobrenadante de crescimento de P. Brasiliensis em 

meio líquido designado exoantígeno (ExoAg) ou de antígeno somático (AS) obtido 

por ruptura do P. Brasiliensis (PUCCIA et al.,1986; CAMARGO et al., 1991; 

BLOTTA; CAMARGO, 1993; TOLEDO et al., 1995; ORTIZ et al., 1998; GOMEZ et 

al., 1998; SALINA et al., 1998; MIURA et al., 2001). Alguns componentes de P. 

Brasiliensis podem ser importantes para a patogênese da PCM doença, sendo 

favoráveis ao P. Brasiliensis ou ao desenvolvimento da resposta imune do 

hospedeiro (MARQUEZ et al., 2003).  

Primeiramente descrito por Puccia et al. (1986), a glicoproteína 

imunodominante de 43kDa (gp43) é o principal antígeno utilizado no diagnóstico da 

PCM (CAMARGO et al., 1988; TRAVASSOS et al., 2004). Esta glicoproteína tem 

sido utilizada no diagnóstico de PCM, sendo reconhecida por 100% dos pacientes 

testados por immunoblotting (CAMARGO et al., 1989; TABORDA; CAMARGO, 1993, 

1994).  

O fungo P. Brasiliensis apresenta estruturas antigênicas complexas, 

algumas tem sido correlacionadas com patogenicidade. A glicoproteína de surpefície 

gp43 é considerada como fator de virulência, uma vez que se liga a componentes da 

matriz extracelular como a laminina (VICENTINI et al., 1994) e fibronectina 

(MENDES-GIANNINI, 2006). A Interação com proteínas da matriz extracelular tem 

sido correlacionada com a capacidade invasiva de diferentes células (LIOTTA, 1986; 

TERRANOVA et al.,1983). Além disso, tem sido demonstrado que o reconhecimento 
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da laminina pode influenciar a patogênese de vários microorganismos (LOPES et al., 

1985; SILVA FILHO et al.,1988; SPEZIALE et al., 1982; SWITALSKI et al., 1984).  

A Laminina é uma glicoproteína de 850kDa, presente na membrana 

basal (KLEINMAN et al.,1985; TERRANOVA et al.,1983), com capacidade de 

promover a adesão, a diferenciação, a forma e a motilidade celular (GOLD; 

PEARISTEIN, 1980; GROVER et al.,1983; KLEINMAN et al.,1985; MCCARTHY et 

al., 1983). Receptores específicos para laminina presente na superfície de células 

normais (BRYANT et al.,1987; HUARD et al.,1986) bem como cancerosas (BARSKY 

et al.,1984; LIOTTA et al., 1983) ou microorganismos patogênicos (LOPES et al., 

1985; SILVA FILHO et al.,1988; SWITALSKI et al., 1984) são responsáveis por 

essas funções.  

Para determinar se a laminina poderia influenciar o comportamento 

de P.Brasiliensis de forma semelhante, Vicentini et al. (1994) inoculou o fungo nos 

testículos  de hamsters na presença e na ausência de laminina e confirmaram o 

pressuposto de que a adição de laminina no sistema faz com que a infecção seja 

muito mais intensa e grave, com aumento de granulomas. Os macrófagos não 

eliminaram a infecção (MOSCARDI-BACCHI et al., 1989), supondo que, essas 

células expressam receptores para laminina (FRANCO, 1986).  

Uma componente de aproximadamente 380kDa (hMM – gp380) foi 

parcialmente isolada de fração de alta massa molecular, com mobilidade 

eletroforética ampla, de P. Brasiliensis, e a mesma apresentou a capacidade de 

reagir com soro de pacientes com PCM. (MARQUEZ et al., 2005). A análise dessa 

fração demonstrou que a mesma induz resposta celular Th1, com aumento do nível 

de INFγ, mas não de IL-4, promovendo também a proteção com diminuição de 

crescimento de colônias (CFU) e diminuição de antígenos circulantes em modelo 

experimental de PCM em camundongos (PAVANELLI et al., 2007).  

Outra importante glicoproteína expressada pelo fungo é a gp70, 

reconhecida por 96% dos soros de pacientes com PCM (BLOTTA; CAMARGO, 

1993). A gp70 é composta predominantemente de polissacarídeos (MATTOS 

GROSSO et al., 2003) e esta importante molécula não é somente um marcador para 

a doença, mas também tem atividade imunomoduladoras in vitro, incluindo indução 

da resposta linfoproliferativa quando testado com linfócitos de pacientes com PCM 

(BERNARD et al., 1997) e diminui a função de macrófagos peritoneais como a 

fagocitose, produção de NO e H2O2, (MATTOS GROSSO et al., 2003).  
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A gp70 também é detectada na urina de pacientes com a forma 

aguda da doença (SALINA et al., 1998). In vivo, anticorpo monoclonal anti-gp70 

confere imunoproteção quando administrado no início ou durante a infecção por 

PCM em camundongo. Portanto, o bloqueio da gp70 previne de alguma forma a 

infecção, reforçando assim seu papel na patogênese (MATTOS GROSSO et al., 

2003). A resposta imune celular é protetora ao P. Brasiliensis em humanos 

(BRUMMER et al., 1993; FRANCO et al., 1993) e em modelos experimentais  

(CANO et al., 1995; CALICH et al., 1985; TRAVASSOS et al., 2004). Pessoas 

saudáveis previamente infectadas com Histoplasma capsulatum foram reativas 

contra gp70 (CAMARGO et al., 1989).  

A gp70 pertence à família das proteínas de choque térmico (HSP70). 

Estas proteínas podem ser expressas transitoriamente como resposta protetora à 

mudança de temperatura, ou alternativamente, podem desempenhar um papel no 

desenvolvimento celular, talvez por estabilizar os produtos dos genes de proteínas, 

que estão ligados durante a diferenciação celular (MARESCA; KOBAYASHI, 1994)  

 

2.3 MANIFESTAÇÕES CLÍNICAS DA PARACOCCIDIOIDOMICOSE 

 

Na PCM, a destruição pulmonar envolve o alvéolo, interstício, e 

árvore brônquica, resultando em fibrose, disfunção respiratória e hipoxemia (RATTO; 

AFONSO, 1994). A infecção pulmonar primária é inaparente ou pouco sintomática 

em muitos casos e alguns indivíduos pode permanecer infectados por toda a vida 

sem desenvolver a doença. Porém, em outros casos, pacientes sintomáticos 

desenvolvem a doença anos após adquirirem a infecção, como resultado da 

reativação de um foco quiescente (forma crônica) (FRANCO et al., 1989; GIRALDO 

et al., 1976; MONTENEGRO, 1986).  

Diversas classificações das formas clínicas da PCM foram 

publicadas desde o surgimento da doença. Todas elas baseavam-se em diferentes 

critérios tais como topografia das lesões, gravidade da doença, resultados de 

reações sorológicas, história natural, entre outros. Para a classificação de formas 

clínicas e gravidade da doença, foi proposta no consenso de 2006 uma adaptação 

da classificação apresentada no International colloquium on paracoccidioidomycosis 

realizado em fevereiro de 1986 em Medellín, Colômbia, que relaciona dados clínicos 

a historia natural da moléstia. Assim as formas clínicas da doença foram 
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classificadas como: Paracoccidioidomicose doença, Forma aguda/subaguda, forma 

crônica, unifocal, multifocal e forma residual ou seqüelar (SHIKANAY-YASSUDA, 

2006).  

Formas crônicas de PCM acometem geralmente homens do sexo 

masculino adulto, envolve gradualmente pulmões (unifocal), e podem estar 

associados ou não a lesões na pele e mucosas, e envolvimento clínico de outros 

órgãos (multifocal) (FRANCO et al., 1989; GUTIÉRREZ et al., 1985; LONDERO, 

1986; LONDERO; RAMOS, 1990; LONDERO et al., 1978; RESTREPO et al., 1976; 

RESTREPO et al., 1970). Formas graves de PCM são caracterizadas por inibição da 

proteção da imunidade celular contra agentes infecciosos, permitindo deste modo o 

crescimento fúngico, com alta carga antigênica e altos títulos de anticorpos 

específicos (MORAIS et al., 2000).  

A forma aguda ou subaguda de PMC, que representa somente três a 

cinco por cento dos casos, acomete pacientes mais jovens, de ambos os sexos, 

progride rapidamente e se dissemina através do sistema linfático. A forma aguda é 

mais grave, e os pacientes geralmente apresentam uma função imune celular 

deprimida, levando a um prognóstico ruim. Dentre as manifestações clínicas ocorre 

hepatoesplenomegalia, aumento de linfonodos, além de disfunção da medula óssea, 

sendo esta forma da doença facilmente confundida com uma desordem 

linfoproliferativa em disseminações intensas. Análises de biópsias mostram um 

grande número de leveduras gemulantes sem a formação de granulomas 

(LONDERO; MELO, 1983; TERRA et al., 1991). Nesta forma da doença, os pulmões 

dificilmente contêm o foco primário da infecção ou apresentam manifestações 

clínicas e radiológicas, apesar das secreções pulmonares resultarem em diagnóstico 

positivo para a presença do fungo, indicando que também estão envolvidos 

(RESTREPO et al., 1989).  

O envolvimento do sistema nervoso central na PCM, 

neuroparacoccidioidomicose (neuroPCM), é secundário à disseminação 

hematogênica do fungo. Geralmente ocorre como manifestação da grande 

disseminação da doença, mas ocasionalmente pode ser uma infecção localizada. 

Quando há envolvimento do sistema nervoso central, métodos neuro-radiológicos 

como tomografia computadorizada, e ressonância magnética são necessárias para a 

identificação das lesões. A neuroPCM é usualmente representado por lesões  

parenquimais isoladas ou múltiplas que levam a deficiências motoras e sensoriais, 
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alterações no estado mental e hipertensão intracraniana (FINAMOR et al., 2002; 

PEREYRA, 2001).  

Considerando a morbidade associada com os procedimentos 

neurológicos invasivos, os clínicos não recomendam aspiração ou biópsia de lesões 

do sistema nervoso central. Portanto, métodos imunodiagnósticos sensíveis e 

específicos para determinar a presença do P. Brasiliensis em fluido cérebro-espinhal 

são indispensáveis (SILVA et al., 2005).  

 

2.4 DIAGNÓSTICO LABORATORIAL DA PCM 

 

Diagnósticos definitivos da PCM pulmonar são baseados na 

visualização de elementos fúngicos característicos de P. Brasiliensis em biópsia, 

diagnósticos sorológicos que dependem de anticorpos, entre eles, gp 43, atualmente 

o anticorpo de referência para PCM (SAN-BLAS et al., 2002), secreção respiratória, 

ou cultura de escarro. Entretanto, o processamento da secreção respiratória para 

exame direto é demorado. A Cultura é difícil porque escarro é contaminado com 

bactéria e outras leveduras como Candida sp que inibem o crescimento do P. 

Brasiliensis. A broncoscopia e a biópsia de pulmão podem ser difíceis em pacientes 

com disfunção respiratória grav. Por estas razões, métodos sorológicos baseados na 

detecção de antígeno ou anticorpo podem ser ferramentas úteis no diagnóstico da 

doença (MARQUES-DA-SILVA et al., 2006).  

Em 1916, Moses foi o primeiro a usar antígenos de P. Brasiliensis 

para testes sorológicos, utilizando extrato de fungo e salina, para os testes de 

fixação do complemento. Em 1955, Fava Netto padronizou um antígeno 

polissacarídico de P. Brasiliensis para usar em testes de fixação do complemento. 

Com este teste e antígeno, a sorologia para PCM alcançou 90% de sensibilidade, 

demonstrando então a utilidade desta técnica não somente no diagnóstico, mas 

também no monitoramento do curso da doença. A preparação do filtrado de 

antígenos e seu uso para imunodiagnose da PCM por Imunodifusão dupla, foi 

iniciado por Restrepo (1966) e Negroni (1968), que observaram um nível de 

sensibilidade semelhante a 90%. (BLUMER et al., 1984; YARZABAL et al., 1977).  

Pons e colaboradores (1972) foram os primeiros a introduzir ELISA 

para detecção de anticorpos anti-P.Brasiliensis. Desde então, o ELISA tem sido a 

base de muitos estudos para a detecção de anticorpos séricos de P. Brasiliensis 
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(MENDES-GIANNINI et al., 1984; PUCCIA; CAMARGO, 1991), e tem sido usado 

com uma variedade de antígenos diferentes, uma vez que o extrato bruto, 

parcialmente purificados e moléculas purificadas como a gp43, geralmente possuem 

alta sensibilidade.(CAMARGO et al., 2008)  

Mendes-Giannini et al. (1984) padronizaram ELISA utilizando filtrado 

de levedura de P. Brasiliensis como antígeno, e encontraram 100% de sensibilidade 

e 88% de especificidade. Entretanto, reações cruzadas foram verificadas nos soros 

de pacientes com histoplasmose e doença de Jorge Lobo. Os filtrados são 

constituídos principalmente pelo antígeno imunodominante gp43.   

Camargo et al. (2008) realizou o ELISA de inibição que foi capaz de 

detectar antígeno gp43 variando em concentração de 0,0053 a 30 µg/ml de soro. A 

sensibilidade geral do teste entre 81 pacientes com PCM foi de 95,1%, com uma 

maior sensibilidade em pacientes com a forma aguda da PCM (100%), Entre os 

pacientes com a forma crônica de PCM, gp43 foi detectada em 95,71%. Esses 

resultados mostraram que o teste de detecção de gp43 pode ser utilizado para 

ambas as formas clínicas da doença. Consequentemente, o teste de detecção do 

antígeno gp43 pode ser um instrumento valioso no diagnóstico de PCM.  

Métodos moleculares estão sendo desenvolvidos para ajudar no 

diagnóstico da PCM. Genes 58S e 28S, regiões intergênicas ou gene da gp43 tem 

sido usadas no desenho de oligonucleotídeos específicos para a identificação e 

caracterizaão de P. Brasiliensis culturas e amostras clínicas de pacientes com PCM 

(GOMES et al., 2000; TATIBANA et al., 2009; TAKAYAMA et al., 2009).  

 

2.5 RESPOSTA IMUNOLÓGICA DO HOSPEDEIRO 

 

A PCM tem sido associada com vários estágios de depressão da 

resposta imune celular e aumento da resposta imune humoral. Posteriormente tem 

sido caracterizada por ativação policlonal de células B, hipergamaglobulinemia, e 

altos níveis séricos de anticorpos anti-P. Brasiliensis (CHEQUER-BOU-HABIB et al., 

1989; BERNARD et al., 1996). A resistência à infecção por P. Brasiliensis têm sido 

correlacionada a interferon-γ (IFN-γ) e outros tipos de citocinas Th1, enquanto a 

susceptibilidade tem sido correlacionada com a produção de citocinas tipo Th2, 

como IL-4, IL-5 e IL-10 (OLIVEIRA et al., 2008).  
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A citocina imunorregulatória IL-4 é produzida por linfócitos Th2, 

mastócitos, basófilos, e uma subpopulação de linfócitos NK (ABBAS et al., 1996). A 

IL-4 induz a diferenciação de células T naive a linfócitos Th2, regula a troca de 

células B a células IgE secretoras, e está envolvida nas reações inflamatórias de 

hipersensibilidade do tipo imediata (KOPF et al., 1993; SHIMODA et al., 1996). Em 

contrapartida, IL-4 inibe a produção de IFN-γ e inibe a ativação de macrófagos 

mediados por IFN-γ (HART et al., 1989; TANAKA et al., 1993). A gravidade da PCM 

humana está correlacionada com a propensão do hospedeiro em desenvolver uma 

resposta imune Th2 caracterizada por secreção de altos níveis de IL-4, IL-5 e IL-10, 

presença de eosinofilia, e secreção de anticorpos IgG4 e IgE específica (BAIDA et 

al., 1999; MAMONI et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2002). IL-4 é uma importante 

citocina que pode modular positivamente ou negativamente a trajetória da infecção 

por P. Brasiliensis no hospedeiro. Os efeitos antagônicos de IL-4 em hospedeiros 

com diferentes background genético, demonstram que muitos mecanismos 

imunológicos podem levar a susceptibilidade a infecção pulmonar por P. Brasiliensis, 

e mais que isso, o paradigma Th1-Th2 não explica todos os mecanismos 

imunológicos que determinam a evolução da doença (ARRUDA et al., 2004).  

Outros autores têm mostrado que a indução de citocinas 

inflamatórias tais como IFN-c e TNF-α, pode levar à superprodução de óxido nítrico 

que tem sido associado à supressão da imunidade celular (BOCCA et al., 1998; 

BOCCA et al., 1999; NASCIMENTO et al., 2002).  

Biondo et al. (2010) demonstraram que P. Brasiliensis produz 

prostaglandinas usando substratos endógenos ou exógenos que podem ser 

fundamentais para a viabilidade do fungo e provavelmente modula a resposta 

imunológica do hospedeiro. As prostaglandinas (principalmente a PGE2) atuam em 

clones Th0 induzindo a síntese de citocinas Th2 com conseqüente inibição da 

resposta Th1(BETZ; FOX, 1991; PHIPPS et al., 1991). Ela também inibe a produção 

de quimiocinas e proliferação de linfócitos e tem um efeito supressivo sobre 

fagócitos (ROCCA; FITZGERALD, 2002) e funções de células dendríticas (HARIZI; 

GUALDE, 2006). Assim, o reforço na produção de prostaglandinas durante a 

infecção por fungos pode ser um fator de promoção da doença crônica ou 

disseminada por suprimir uma resposta imune protetora.  

Considerando que os isotipos de imunoglobulinas são determinados 

pelos tipos de citocinas presentes onde as células B são ativadas, a detecção de 
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isotipos particulares pode ser considerada como indicador da via correspondente da 

indução da citocina (MCINTYRE et al., 1995; CALLARD; TUNER, 1990). A excelente 

correlação entre IL-4 e IgE sugere que a produção de IgE pode ser usada como um 

bom marcador para a existência de uma forte resposta Th2 (CALLARD; TUNER, 

1990; ROMAGNANI, 1997), porém a detecção de IgE sérico é difícil porque o 

anticorpo IgG compete pelos mesmos epítopos (MAMONI et al., 2001).  

A Hiperprodução de IgE em doenças como asma alérgica, e 

dermatites atópicas é bem documentada (JOHANSSON, 1967; JOHANSSON, 1969; 

JUHLIN et al., 1969); bem como elevados níveis de IgE sérico foram relatados na 

aspergilose broncopulmonar (DESSAINT et al., 1976; PATTERSON et al., 1972) 

candidíase (KIRK et al., 1974; MATHUR et al., 1977), histoplasmose (COX; 

ARNOLD, 1980), hanseníase (SAKA et al., 1975), infecções parasitárias (DESSAINT 

et al., 1975; HOGARTH-SCOTT et al., 1969; JOHANSSON et al., 1968; 

ROSENBERG et al., 1970), síndrome de Wiskott-Aldrich (WALDMANN et al., 1972), 

síndrome de Di George (KIKHAWA et al., 1973), e doença de Hodgkin (WALDMANN 

et al., 1974). Cada uma dessas doenças está associada a uma deficiência na 

imunidade celular, embora a deficiência varie em gravidade (COX et al., 1982).  

A avaliação da resposta imune humoral tem sido uma importante 

ferramenta para o diagnóstico e monitoramento de pacientes com PCM. O nível da 

produção de anticorpos específicos tem sido usado pra correlacionar a gravidade da 

doença e monitoramento da resposta ao tratamento (FRANCO et al., 1989).  

Análises da expressão de isotipos de anticorpos nas formas agudas 

e crônica de PCM têm demonstrado elevados níveis de IgG e IgE total, e IgG, IgE ou 

IgA específicos para alguns antígenos do P. Brasiliensis (BAIDA et al., 1999; 

BLOTTA, et al., 1993; LURASCHI et al., 2004). Altos níveis de IgE e IgE anti-gp43 

tem sido encontrado em pacientes com PCM e correlacionado com ativação 

policlonal de linfócito B, observado na forma aguda da doença (BISELLI et al., 2001; 

CHEQUER-BOU-HABIB et al., 1989; BRUMMER et al., 1993; ARANGO; 

YARZABAL, 1982).  
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3  OBJETIVOS 

 

3.1 GERAL 

 

Determinar os níveis de IgE anti-gp70 em soros de pacientes com 
PCM.  
 

3.2 ESPECÍFICOS 

 

 Obter gp70 de P. Brasiliensis.  

 Determinar os níveis de IgG à gp70 em soros de pacientes com PCM e em soro 

humano normal.  

 Determinar os níveis de IgE à gp70 em soros de pacientes com PCM e em soro 

humano normal.  

 Correlacionar os níveis de IgG e IgE à gp70 com os níveis de IgE anti-

exoantígeno e nível de IgG total em amostras de soros de pacientes com PCM.  
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4  MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 MATERIAL BIOLÓGICO 

 

Utilizou-se soro armazenado à -20ºC do banco de amostras 

biológicas do laboratório de Imunologia aplicada da Universidade Estadual de 

Londrina, Londrina/PR. As amostras constituíram-se de soro de 20 pacientes (19 do 

sexo masculino e 01 do feminino), com PCM crônica, e 20 amostras de doadores 

saudáveis de sangue de ambos os sexos. Para os ensaios de ELISA anti-ExoAg e 

Anti-gp 43 selecionou-se aleatoriamente 12 amostras do grupo acima mencionado. 

Todas as amostras foram cedidas pelo paciente mediante termo de consentimento 

livre esclarecido e aprovado pelo comitê de ética em seres humanos.  

 

4.2 OBTENÇÃO DO ANTÍGENO SOLÚVEL E SOMÁTICO 

 

O antigen cell free (CFA) foi obtido de acordo com Camargo et al. 

(1991), modificado pela adição do inibidor de protease 

phenylmethanesulfonylfluoride (PMSF) a 2,5mM ao sobrenadante, o qual foi 

congelado a -80C.  

O Antígeno somático (AS) foi obtido de cepas de P. Brasiliensis B-

339, com 05 dias de cultura em ágar saboraud (Acumedia Manufacturers, Inc. 

Lansing, Michigan) à 35C e ressuspendidos em aproximadamente 15ml de tampão 

salino-fosfato 0,15 M (PBS), pH 7.4, tratados com nitrogênio líquido e macerados 3 

vezes no gral de porcelana (procedimento realizado no gelo). O homogenato foi 

centrifugado (1756,16g a 4C, 10 min) (Eppendorf centrifuge 5804R) e ao 

sobrenadante foi adicionado inibidor de protease PMSF a 2,5mM, aliquotado e 

mantido em freezer -80C até o momento do uso. A concentração de proteína foi 

determinada pela técnica de Folin (LOWRY et al., 1951).  
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4.3 CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE SEPHADEX G-150-120 

 

O antígeno somático na quantidade de 04 mL foi aplicado à coluna 

de cromatografia de Sephadex G-150-120 equilibrada com tampão PBS 0,15 M pH 

7,2. Como eluente foi utilizado PBS. Frações de 2 mL cada foram recolhidas por 

coletor de frações automático (Gilson fraction collector), lidas em espectrofotômetro 

a 280 ηm (Spectrum SP - 2000UV) e armazenadas em freezer -80oC.  

 

4.4 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA COM SDS (SDS-PAGE) PARA 

PURIFICAÇÃO DE GP70 

 

Amostra de fração obtida na coluna de Sephadex g-150-120 e 

padrão de massa molecular pré-corado foram submetidos à SDS-PAGE (7,5%). 

Após a corrida, em tampão tris-glicina 1M (Pharmacia Biotec – Swedwn e Sigma 

Co., Germany), pH 8,1 a 100V, foi selecionada e eluída através de nova eletroforese 

em tubo, somente a faixa correspondente ao componente de 72kDa, o material foi 

recolhido em membrana de diálise (como demonstrado a seguir na figura 1 abaixo) e 

armazenado em freezer -800C até o momento do uso.  
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Figura 1 – Esquema de purificação de gp70.  

 
 

4.5 ANÁLISE DE CFA E AS POR WESTERN BLOTTING 

 

Amostra de CFA e AS e marcador de massa molecular (BIO-RAD, 

Bio-Rad Laboratories, Inc. USA) foram submetidos à SDS-PAGE (7,5%) e 

transferidos para membrana de nitrocelulose em tampão Tris-HCl-metanol a 23v 

durante a noite e mais 1 hora a 60v antes do término da transferência. A membrana 

foi bloqueada com tampão de bloqueio (leite desnatado 5% - Tween 0.5% - PBS) por 

1h à temperatura ambiente, e lavada por quatro vezes com tampão lavagem (leite 

molico 0,5%-Tween 0,05% - PBS). A membrana foi incubada com pool de soro de 

pacientes PCM positivo diluído 1:40 por 2h a 37oC seguido de lavagem e adição de 

conjugado de coelho anti-IgG humana peroxidase diluído 1:2000 (Sigma A-8775 

Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) por 2h a 37C. Após a lavagem da 

membrana, foi revelada com 3’3’5’5 tetrametilbenzidina (TMB) (Zimed cat. N 00-

2019 Zimed, S. San Francisco, CA, USA).  
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4.6 IMUNOBLOTING DE AS PARA DETECÇÃO DE GP70 POR IGE DE SORO DE PACIENTES 

COM PCM E COM ANTICORPO MONOCLONAL ANTI-GP70 

 

Amostra de AS foram submetidos à SDS-PAGE (gel gradiente 5-

20%) e transferidos para membrana de nitrocelulose em tampão Tris-HCl-metanol a 

23v durante a noite e mais 1 hora a 60v antes do término da transferência. Após 

bloqueio e lavagens como descrito acima, a membrana foi incubada com pool de 

soros de pacientes PCM crônico, previamente adsorvidos em Sepharose de Proteína 

A diluído 1:3 e concentrado (10x) em amicon 10k, à 37C por 2h. Para a adsorção 

de IgG, pool de amostras séricas diluído 1:4 (4ml) foi incubada v/v com Sepharose 

de proteína A à 37C sob agitação 28rpm durante 1h. Para concentrar a amostra, foi 

utilizado Amicon ultra 0,5ml centrifugal filtrers (Amicon ultra-0,5, Millipore 

corporation, Billerica, MA USA), segundo o protocolo do fabricante. Após lavagens, 

foi adicionado conjugado anti-IgE humano fosfatase alcalina produzido em cabra 

(Sigma 2765 Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) diluído 1:500 a 37oC por 1h 

30min. A membrana foi revelada com 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate mais 

nitro-blue tetrazolium (NBT/BCIP) (Invitrogen Cat n. 00-2209).  

Adicionalmente a amostra de AS transferida para membrana de 

nitrocelulose foi incubada com anticorpo monoclonal anti-gp70(1A7C) getilmente 

cedido pelo Prof. Dr. José Daniel Lopez, e a revelação realizada com conjugado 

peroxidase anti-IgG de camundongo diluído 1:2.000 (Sigma A8924 Sigma Chemical 

Co., St. Louis, MO, USA).  

 

4.7 DETERMINAÇÃO DA PUREZA DE GP70 

 

A determinação da pureza de gp70 foi realizada por Western blot, 

como descrito no item 4.5.  

 

4.8 ELISA PARA IGG TOTAL 

 

Placas de ELISA foram sensibilizadas (100μl/poço) com fração de 

imunoglobulina de coelho anti-IgG humana a 40μg/ml e bloqueado como descrito 

acima. Amostras séricas diluídas 1:4 em 0,5% leite desnatado em PBS foram 
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adicionadas (100μl/poço) e incubadas por 2h a 37C. Após lavagens, as placas 

foram incubadas com conjugado anti-IgG humano peroxidase produzido em cabra 

(Sigma A-8775 Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) diluído 1:4000 

(100μl/poço) por 1h 30min a 37C, seguido de lavagens e a adição de 10mg de OPD 

em 25ml de tampão citrato/fosfato (pH 5.0), mais 10μl de H2O2 30% (100μl/poço). 

Após 15min de incubação, a reação foi interrompida com 50μl/well de H2SO4 4N e a 

leitura da absorbância realizada a 492nm na Multiskan EX reader (Labsystems, 

Helsinki, Finland). O background interferente (avaliado através de reações controle) 

foi descontado de todos os resultados de absorbância. A curva padrão foi realizada 

usando diferentes diluições de um Pool de amostras de soro de concentração 

conhecida (mg/dl).  

 

4.9 DETERMINAÇÃO DE NÍVEL DE IGG ANTI-GP70 POR ELISA 

 

Placas de ELISA foram sensibilizadas (100µl/poço) com o antígeno, 

16µl/ml por 1h a 370C e 18hrs sob refrigeração. Após o bloqueio (leite molico 5% - 

Tween 0.5% - PBS) e lavagem (leite desnatado 0,5%-Tween 0,05% - PBS), 

amostras séricas diluídas 1:40 foram adicionadas (100µl/poço) e incubadas a 370C 

por 2h. Após lavagens, foi adicionado (100µl/poço) de conjugado anti-IgG humano 

peroxidase produzido em cabra diluído 1:4.000 (Sigma A-8775 Sigma Chemical Co., 

St. Louis, MO, USA) seguido de lavagens e adição (100µl/poço) de solução de 

substrato cromógeno ortho-fenilenediamine (OPD). A reação foi paralisada com 50µl 

de H2SO4 4N e leitura a 492nm na Multiskan EX reader (Labsystems, Helsinki, 

Finland).  

 

4.10 DETERMINAÇÃO DE NÍVEL DE IGE ANTI-GP70 E EXOAG. DE P. BRASILIENSIS POR 

ELISA 

 

Placas de ELISA foram sensibilizadas (100µl/poço) com antígeno de 

72kDa ou Exo Ag a 10µl/ml por 1h a 37C e 18hrs a 4C e bloqueadas como descrito 

acima. Amostras séricas previamente adsorvidas em Sepharose de proteína A 

diluídas 1:20 (100µl/poço) foram adicionadas e incubadas a 37C por 2h. Para 

absorção de IgG, amostras de 100μl de soro diluído 1:10 foi incubada v/v com 
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Sepharose de proteína A à 37C sob agitação 28rpm durante 1h. Após a lavagem 

(4x) foi adicionado (100µl/poço) anticorpos de cabra anti-IgE humano a 

30µg/ml(Sigma A3525 Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA), e incubado a 

370C por 1h. As placas foram lavadas, adicionado conjugado anti-IgG de ovelha 

produzido em burro (Sigma A3415 Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA ) diluído 

1:2000 (100µl/poço) e incubado por 1h e 30min a 37C, seguido de lavagem e 

adição (100µl/poço) de solução de cromógeno ortho-fenilenediamine (OPD) e 

substrato H2O2. A reação foi paralisada com 50µl de H2SO4 4N e leitura a 492nm na 

Multiskan EX reader (Labsystems, Helsinki, Finland).  

 

4.11 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Para avaliar estatisticamente as variáveis entre os grupos foi 

utilizado o pograma Graphpad Prism 4, aplicando-se o Teste t e considerado 

significativo p<0,05 e correlação de Pearson, sendo considerado forte correlação r ≥ 

0,75. 
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5  RESULTADOS 

 

5.1 ANÁLISE DE CFA E AS DE P. BRASILIENSIS POR WESTERN BLOTTING 

 

Resultado do Western blotting do AS e CFA, demonstrou a presença 

da banda de gp70 em ambos os materiais analisados, porém com maior evidência 

no AS. (Fig. 2).  

 

5.2 FRACIONAMENTO DE AS DE P. BRASILIENSIS POR CROMATOGRAFIA DE GEL 

FILTRAÇÃO 

 

O processo de fracionamento de AS de P. Brasiliensis por 

cromatografia de gel filtração através de coluna Sephadex G-150/120 (gráfico 1) 

resultou em perfil espectrofotométrico com 2 picos de absorbância a 280nm. As 

frações obtidas foram analisadas por western blot, onde se observou a presença em 

maior concentração de gp70 nas frações de 14 à 18.  

 

5.3 PURIFICAÇÃO DE GP70 DE P. BRASILIENSIS 

 

O resultado de Western blot das frações 14, 15, 16, 17 e 18 de AS 

obtidas por cromatografia em gel filtração sephadex G-150-120, demonstrou a 

presença de pelo menos 08 componentes, com maior concentração de gp70. A 

associação de gel filtração e SDS-PAGE mostraram ser eficazes na purificação do 

antígeno, pois resultou no reconhecimento de apenas uma banda de 70kDa (fig. 3).  

 

5.4 IMUNOBLOT DE AS PARA DETECÇÃO DE GP70 POR IGE DE SORO DE PACIENTE COM 

PCM E COM ANTICORPO MONOCLONAL ANTI-GP70 

 

No resultado do Imunoblot para a análise de reconhecimento de 

gp70 por IgE de soros de pacientes com PCM, observou-se a presença de apenas 

uma banda correspondente ao antígeno de 70kDa. O resultando de Imunoblot para 

o anticorpo monoclonal anti-gp70 demonstrou reconhecimento de antígeno 

correspondente a 70kDa e mais duas bandas inferior a 70kDa (Fig. 4).  
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5.5 ANÁLISE DE IGG SÉRICO ANTI-GP70 POR ELISA 

 

Os resultados de ELISA em D.O. a 492nm (gráfico 2), demonstrou 

nível elevado de IgG anti-gp70 em grupo de pacientes com PCM (n=12)(0,108 ± 

0,053) em relação ao soro humano normal (n=12) (0,071± 0,011), p<0,05. (Tabela 

1).  

 

5.6 ANÁLISE DE IGE SÉRICO ANTI-GP70 POR ELISA 

 

Os resultados de ELISA em D.O. a 492nm (gráfico 3) demonstrou 

nível elevado de IgE anti-gp70 em grupo de pacientes com PCM (n=12) (0,119± 

0,049) em relação ao soro humano normal (n=12) (0,07± 0,01), p<0,05. (Tabela 1).  

 

5.7 CORRELAÇÃO ENTRE NÍVEL DE IGE ANTI-GP70 E IGE ANTI-EXOANTÍGENO 

 

A análise de correlação do nível de IgE anti-gp70 e IgE anti-

Exoantígeno de 12 pacientes com PCM, apresentou moderada correlação  

(r=0,7032) (gráfico 4).  

 

5.8 CORRELAÇÃO ENTRE NÍVEL DE IGG ANTI-GP70 E IGG TOTAL 

 

A análise de correlação do nível de IgG anti-gp70 e IgG Total de 12 

pacientes com PCM, apresentou forte correlação (r=0,7543) (gráfico 5).  

 

5.9 CORRELAÇÃO ENTRE NÍVEL DE IGG E IGE ANTI-GP70 

 

A análise de correlação do nível de IgG e IgE anti-gp70 de 12 

pacientes com PCM, apresentou forte correlação (r=0,8424) (gráfico 6).  
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Figura 2 – Resultado de western blotting de AS e CFA de P. Brasiliensis.  

 
 

Observou-se maior concentração de gp70 no AS que no CFA. 

Western blotting (SDS-PAGE 7,5%) usando Pool de soro de paciente PCM crônico, 

com conjugado anti-IgG humano-peroxidase. MM1 - Padrão de Massa Molecular 

(Bio Rad): 250kDa; 150kDa; 100kDa; 75kDa; 50kDa; 37kDa; 25kDa; 20kDa; 15kDa, 

10kDa. 
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Gráfico 1 – Perfil espectrofotométrico a 280nm de frações obtidas por 
cromatografia em Sephadex G-150/120 de AS.  

 

 

As frações do AS (1,0ml) foram coletadas com um coletor de fração 

automático, a leitura realizada em espectrofotômetro a 280nm.  

 

Figura 3 – Resultado do Western blotting 
(SDS-PAGE 7,5%).  
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Amostras das frações 1(14), 2(15), 3(16), 4(17) e 5(18) de P. 

Brasiliensis obtidas por gel filtração. MM - Padrão de massa molecular (BIO RAD): 

250kDa; 150kDa; 100kDa; 75kDa; 50kDa; 37kDa; 25kDa; 20kDa; 15kDa, 10kDa.  

 

Figura 4 – Resultado de western 
blotting.  

 
 

1) Resultado de western blotting de gp70 de P. Brasiliensis (SDS-

PAGE gel gradiente5-20%) utilizando Pool de soros de pacientes PCM. 2) Resultado 

de western blotting de AS de P. Brasiliensis utilizando pool de soro de pacientes 

PCM adsorvido com proteína A, conjugado anti-IgE humano fosfatase alcalina e 

NBT/BCIP.  3) Resultado de Western blotting de AS de P. Brasiliensis utilizando 

anticorpo monoclonal anti-gp70 (1A7C), conjugado anti-IgG de camundongo e TMB.  
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Tabela 1 – ELISA IgG e IgE anti gp-70 de P. Brasiliensis. Níveis séricos de 
anticorpos IgG e IgE reagiram com gp70 de P. Brasiliensis em pacientes 
crônicos (n=12) e SHN (n=12), por ELISA.  Para a análise de IgG, placas 
de ELISA foram sensibilizadas com 10μg/ml de gp70 de P. Brasiliensis e 
incubadas com amostras séricas, e então adicionadas conjugado anti-
IgG humano peroxidase e solução de OPD e leitura realizada a 492nm. 
Para a análise de IgE, placas de ELISA foram sensibilizadas com 
10μg/ml de gp70 de P. Brasiliensis e incubadas com amostras séricas 
previamente adsorvidas em Sepharose de proteína A, e então anticorpos 
anti-IgE humano foram adicionados, conjugado peroxidase anti-IgG e 
solução de OPD. Resultados são mostrados em densidade óptica.  

 
IgG PCM X SHN = p< 0,05; IgE PCM X SHN = p<0,05.  
 

Gráfico 2 – Determinação do nível de IgG anti-gp70 por ELISA.  
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Resultado de níveis séricos de anticorpos IgG anti-gp70 de P. 

Brasiliensis em pacientes com PCM (n=12) e SHN (n=12), expresso em D.O a 

492nm. Placas de ELISA foram sensibilizadas com 10μg/ml de gp70 de P. 

Brasiliensis e incubadas com amostras séricas, e então adicionadas conjugado anti-

IgG humano peroxidase e solução de OPD. PCM X SHN = p< 0,05.  

 

Gráfico 3 – Determinação do nível de IgE anti-gp70 por 
ELISA.  

 
 

Resultado de níveis séricos de anticorpos IgE anti-gp70 de P. 

Brasiliensis em pacientes com PCM (n=12) e SHN (n=12), expresso em D.O. a 

492nm. Placas de ELISA foram sensibilizadas com 10μg/ml de gp70 de P. 

Brasiliensis e incubadas com amostras séricas previamente adsorvidas em 

Sepharose de proteína A, e então anticorpos anti-IgE humano foram adicionados, 

conjugado peroxidase anti-IgG e solução de OPD. PCM X SHN = p<0,05.  
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Gráfico 4 – Resultado da correlação de Pearson.  

 
 

O resultado da correlação de Pearson entre nível sérico de IgE anti-

gp70 e IgE anti-exoantígeno (n=12), apresentou moderada correlação (r=0,7032).  

 

Gráfico 5 – Resultado da correlação de Pearson.  

 
 

O resultado da correlação de Pearson entre nível sérico de IgG anti-

gp70 e IgG Total (n=12), apresentou forte correlação (r=0,7543).  
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Gráfico 6 – Correlação entre IgG e IgE anti-gp70.  

 
 

O resultado da correlação de Pearson entre nível sérico de IgG e IgE 

anti-gp70 (n=12), resultado em D.O. 492nm, apresentou forte correlação (r=0,8424).  
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6  DISCUSSÃO 

 

A glicoproteína gp70 de P. Brasiliensis, é reconhecida por 96% de 

soro de pacientes com PCM não tratados (CAMARGO et al., 1989). Sendo não 

somente um marcador para doença ativa, mas também apresenta habilidades 

imunomoduladoras in vitro, incluindo a indução da resposta linfoproliferativa quando 

testado com linfócitos de pacientes com PCM (BERNARD et al., 1997) e inibe a 

função, como a fagocitose, produção de NO e H2O2 de macrófagos peritoneais. In 

vivo, o anticorpo monoclonal anti-gp70 confere imunoproteção quando administrado 

no início e durante a infecção em camundongo. Portanto, o bloqueio da gp70 impede 

de alguma forma a infecção, reforçando seu papel na patogênese (GROSSO et al., 

2003).  

A resistência à infecção por P. Brasiliensis têm sido correlacionada 

ao aumento no nível de IFN-γ e outros tipos de citocinas Th1, enquanto a 

susceptibilidade tem sido correlacionada com a produção de citocinas Th2, como IL-

4, IL-5 e IL-10 (OLIVEIRA et al., 2008). A existência de correlação entre IL-4 e IgE 

sugere que a produção de IgE pode ser usada como marcador para a existência de 

resposta Th2 (CALLARD; TUNER, 1990; ROMAGNANI, 1997).  

Marquez et al. (2005) estudando o reconhecimento de IgE à fração 

de alta massa molecular (hMM) através de immunoblotting, observaram apenas uma 

banda de ~70kDa reconhecida por anticorpos IgE de pacientes com PCM da forma 

aguda, mas não com a forma crônica da doença. O não reconhecimento da banda 

de ~70 kDa por IgE de soros de pacientes com PCM crônica, poderia ser devido a 

menor sensibilidade do immunoblot em relação ao ELISA. Assim, no presente 

trabalho foi proposto analisar o nível de IgE à gp70 por ELISA que, diferentemente 

do immunoblotting, requer antígeno purificado. Sendo assim, primeiramente 

selecionou-se a fonte de antígeno que foi submetida a processos de purificação. 

Dentre as duas fontes de antígeno: preparado CFA e AS, utilizou-se o AS por 

demonstrar maior concentração de gp70, reconhecido por IgG por immunoblotting, 

resultado esse  concordante  com os dados de Marquez et al. (2005).  

No processo inicial de purificação utilizando a cromatografia em gel 

filtração em Sephadex g-150/120, observou-se que os primeiros tubos continham 

grande quantidade de componentes de alta massa molecular, que diminuía nos 

tubos subseqüentes com o aumento da concentração de antígeno de gp70. 
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Selecionou-se os tubos de numero 14 a 18 que ainda demonstravam a presença de 

vários componentes de MM inferior a 70kDa, incluindo a gp43. Assim, procedeu-se a 

purificação por eletroforese e as frações de 70kDa recortadas e submetidas a nova 

eletroforese com coleta de Ag em tubos de membrana de diálise. Esse procedimento 

resultou em amostra contendo apenas uma banda de 70kDa reconhecido por IgG de 

pacientes com PCM.  

A partir do antígeno purificado, foi determinado o nível de IgG anti-

gp70, o qual demonstrou um nível elevado de IgG a esse antígeno em grupo de 

pacientes com PCM em relação ao soro humano normal. O resultado obtido esta em 

concordância com aqueles obtidos por Camargo et al. (1989) que observou a 

reatividade de gp70 com anticorpos por 96% de soro de pacientes com PCM, ou 

antígeno circulante  detectado em 98,76% de soros de pacientes com PCM 

(MARQUES DA SILVA et al., 2004).  

Considerando que a detecção de IgE específico a antígenos em 

doenças associadas a ativação policlonal de células B e hipergamaglobulinemia é 

difícil porque o anticorpo IgG compete pelos mesmos epítopos (MAMONI et al., 

2001), para a análise de IgE anti-gp70 as amostras de soros foram previamente 

absorvidas com sepharose proteína A. Os resultados dessa análise demonstraram 

nível elevado de IgE à gp70 em grupo de pacientes com PCM crônica em relação ao 

grupo de soro humano normal. Esta é a primeira vez que se descreve na literatura o 

reconhecimento de IgE anti-gp70 em amostras de soros de pacientes com PCM 

crônica. Resultado este concordante com o imunobloting de IgE de preparado 

concentrado de soro de paciente com PCM à gp70. Biseli et al. (2001) analisou o 

reconhecimento de anticorpos IgE à gp43, maior componente antigênico de P. 

Brasiliensis, através de ELISA e observou que 100% dos pacientes com a forma 

aguda de PCM  produziram anticorpos IgE e apenas 27% com a forma crônica da 

doença, produziram o isotipo. Assim possivelmente a gp70 induz mais fortemente a 

resposta Th2 em pacientes com PCM, podendo assim ser um marcador de resposta 

Th2.  

Maricato et al. (2010) encontraram a presença de dois potenciais 

epítopos no seqüenciamento de Pbgp70. A análise de preparado de AS de P. 

Brasiliensis com anticorpo monoclonal anti-gp70 demonstrou o reconhecimento de 

bandas correspondentes a gp70 e outras três bandas próximas, sugerindo-se a 
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presença de mais de um epítopo presente na gp70. Estes dados podem contribuir 

para novas estratégias de imunoterapia e elaboração de vacinas para PCM.  

Como a gp43, a investigação de gp70 pode se tornar importante por 

apresentar o potencial de atuar como modulador de resposta Th2 e, portanto com 

potencial de participar na patogênese da PCM doença.  

Outra consideração importante, é a moderada correlação entre o 

nível de anticorpos IgE anti-gp70 e o nível de IgE anti-Exoantígeno.  Pacientes que 

apresentaram nível elevado de IgE anti-gp70, também apresentaram elevação no 

nível de IgE anti-exoantígeno. A elevação do nível de IgG anti-gp70 está 

correlacionado com o nível elevado de IgG total. Evidencia-se ainda a forte 

correlação entre nível sérico de IgG e IgE anti-gp70.  

Assim, como já citados na literatura, nível elevado de anticorpos a 

ExoAg (CAMARGO et al., 1989), e a gp43(PUCCIA et al., 1986; DE CAMARGO et 

al., 1988; TRAVASSOS et al., 2004), são usados como marcadores biológicos e 

úteis para o diagnóstico e monitoramento da PCM, a gp70 também pode apresentar 

esse potencial, o que torna importante estudos futuros adicionais.  
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7  CONCLUSÕES 

 

 A gp70 é encontrada em maior quantidade no Antígeno somático que em CFA.  

 Soros de pacientes com PCM crônica apresentam níveis elevados de IgG anti-

gp70 em relação ao soro humano normal, concordando com os dados da 

literatura.  

 Soros de pacientes com PCM crônica apresentam níveis elevados de IgE anti-

gp70 em relação ao soro humano normal o que sugere a possibilidade de 

envolvimento de gp70 na resposta Th2.  

 Existe forte correlação entre o nível sérico de IgE anti-gp70 e o nível de IgE anti-

exoantígeno ou do nível de IgG total sugerindo o potencial de utilização da gp70 

como marcador biológico para monitoramento de tratamento da PCM, o que 

requer estudos adicionais.  


