RESUMO

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma doenca sistémica, granulomatosa e
endémica da América Latina, cujo agente etioldgico é o fungo
Paracoccidioides brasiliensis. O diagndstico da infeccdo €, principalmente,
realizado por bidpsia do tecido acometido. Diversos pesquisadores tém
voltado sues esfor¢os na tentativa de isolar antigenos capazes de

diagnosticar, sorologicamente, pacientes com PCM, assim como desencadear
uma resposta protetora a infec¢do. O antigeno Mexo, obtido a partir da

P. brasiliensis foi capaz de

extracdo das proteinas extracelulares do fungo

discriminar pacientes com PCM de individuos ndo infectados com
sensibilidade de 100%. Além disso, pacientes em tratamento diminuem ou
ndo mais reconhecem antigenos presentes no Mexo. Uma proteina de 28 kDa
(Pb28), presente no Mexo, foi reconhecida por 100% dos soros de pacientes
com PCM testados. Essa proteina se mostrou altamente especifica a

infeccdo, ndo sendo reconhecida por nenhum dos soros de pacientes com
infeccdes diversas testados. A Pb28 foi purificada por FPLC e HPLC e a
seqliéncia de sua regido N-terminal determinada. As analises de homologia e
similaridade em bancos de dados demonstraram que a Pb28 corresponde a um
P. brasiliensis. Utilizando a mesma estratégia de purificacdo

novo antigeno de sequenciamento da regido N-terminal, uma outra proteina de 29 kDa,
também reconhecida por soro de pacientes com PCM, foi identificada. Essa
proteina foi caracterizada como sendo o antigeno de 27 kDa do fungo
(U41503.1), até entdo uma proteina hipotética, e denominada de Pb27r. A
seqliéncia de DNA codificadora para a proteina Pb27r foi amplificada, clonada e
expressa em sistema de expressao pGEX-4T-2. Estudos

imunoldgicos com a Pb27r purificada demonstraram que essa proteina é
altamente sensivel (80,5%) e especifica (100%) a PCM em ensaios de ELISA
com soros humanos. Ela ainda foi capaz de induzir resposta imunolégica
protetora, com alta producdo de 1gG2b, em camundongos Balb/C imunizados
com a proteina e infectados com o isolado virulento do fungo, Pb18. Estudos
bioquimicos da Pb27r determinaram a presenca de 31,0% de estruturas -
hélices; 10,7% de estruturas folha-R antiparalelas; 9,0% de estruturas folha-

R paralelas ; 17,3% de estruturas “B-Turn”; 32,4% de estruturas randémicas.
Anticorpos Anti-Pb27r foram capazes de localizar a proteina Pb27r na
superficie do fungo. Esses resultados demonstram que ambas proteinas aqui
estudas, Pb28 e Pb27r, tém capacidade de discriminar pacientes com PCM
podendo ser utilizadas em ensaios de imunodiagndstico e, a Pb27r pode
também ser usada na confeccdo de vacina contra o fungo.
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