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RESUMO

Resumo

Paracoccidioidomicose (PCM) é uma das mais importantes micoses
endémicas da América Latina; ela € usualmente diagnosticada pela observagao
elou isolamento do seu agente etioldgico Paracoccidioides brasiliensis, assim
como por uma grande variedade de métodos imunoldgicos. Embora esses ultimos
sejam efetivos, dois grandes problemas, reagdo cruzada com outros agentes
micoticos e complexidade dos antigenos utilizados, impedem a padronizagao
desses procedimentos. Para superar essa falta de reprodutibilidade, ferramentas
de biologia molecular foram utilizadas para produzir um antigeno recombinante, de
aproximadamente 40kDa de peso molecular, desse fungo. Esse antigeno foi
identificado por Goées e colaboradores (2005), através da estratégia da producgao
de ASTs, tendo sido caracterizado como uma proteina que apresentou homologia
com a calcineurina B de Neurospora crassa. Essa proteina foi clonada em vetor
pGEX4T-3 e expressa em sistema procarioto, apresentando-se como uma
proteina de 378 aminoacidos e aproximadamente 40kDa, sendo denominada
pb40r. Essa proteina possui dois motivos mao-EF de ligagdo ao calcio e apresenta
homologia com a “EF-HAND domain protein” de Neosartorya fischeri e de
Aspergillus clavatus. Testes de ELISA utilizando soros de camundongos
imunizados com a proteina recombinante demonstraram que a mesma é
imunogénica, sendo capaz de induzir significativa produgcao de anticorpos IgG,
IgG1 e IgG2a. Além disso, camundongos infectados com P. brasiliensis também
responderam a testes de ELISA, demonstrando a produgéao de IgG, IgG1 e IgG2a

anti-pb40r. Uma bateria de 149 amostras de soro humano, consistindo de 72 de

XIX



RESUMO

pacientes com PCM de diversas formas clinicas, 61 de pacientes com infec¢des
diversas e 16 de individuos aparentemente saudaveis, foram testados por ELISA
com a proteina recombinante, pb40r, purificada. A sensitividade e a especificidade
da proteina em distinguir individuos sem infeccdo aparente de individuos com
PCM de diversas formas clinicas foram de 90,3% e 81,25%, respectivamente. Ja a
especificidade desse antigeno frente a soros de individuos com outras infecgoes
foi de 81,96%. Taxa significativa de reatividade cruzada foi observada com soros
de pacientes com leishmaniose. Os resultados obtidos no presente trabalho
demonstram que a proteina recombinante pb40r € um antigeno promissor, como

alvo para imunodiagnéstico da PCM.
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ABSTRACT

Abstract

Paracoccidioidomycosis (PCM) is one of the most important endemic
mycoses in Latin America; it's usually diagnosed by observation and/or isolation of
the etiologic agent, Paracoccidioides brasiliensis, as well as by a variety of
immunological methods. Although the latter are effective, two circumstances,
cross-reactions with other mycotic agents and antigen preparation marked by
extreme variability among batches, prevents a proper standardization of the
procedures. To overcome this lack of reproducibility, molecular biology tools were
used to produce a recombinant 40-kDa-molecular-mass antigen from this fungus.
This antigen was identified by Goes et al. (2005), through the AST strategy, as a
homolog of Neurospora Crassa calcineurin B. This cDNA was cloned in pGEX4T-3
vector and was expressed in a prokaryotic system as a protein with 378 amino
acids and approximately 40 kDa of molecular weight, denominated pb40r. This
protein has two EF-hand binding calcium domains and the comparisons of the
transcribed sequence to sequences in different gene banks reveal a homology to
the EF-HAND domain protein of Neosartorya fischeri and Aspergillus clavatus.
Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) using mice immune serum samples
against the recombinant protein, showed that pb40r is an immunogenic protein
able to induce the production of a great quantity of IgG, IgG1 and IgG2a
antibodies. Moreover, mice infected with P. brasiliensis are also able to recognize
pb40r. They showed production of IgG, IgG1 and IgG2a against pb40r. A battery of
149 human serum samples, consisting of 72 sera samples from patients with

several clinical forms of PCM, 61 sera sample from patients with diverse infections
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and 16 from healthy subjects, were all tested by ELISA using the purified pb40r.
The sensitivity was 90.3%, when compared to the healthy subjects and the
specificity for PCM patients was 81.25% while for patients with other diseases, it
was 81.96%. A significant high cross-reaction was detected when sera from
patients with leishmaniases was evaluated. These results indicate that the
recombinant protein pb40r is a promising antigen to be used in immunodiagnosis

of PCM.
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INTRODUCAO

1.1- Historico da PCM

A Paracoccidioidomicose foi descrita inicialmente em 1908, na cidade de
Sao Paulo (Estado de Sao Paulo, Brasil) por Adolf Lutz (1855-1940), um dos
maiores vultos da medicina brasileira. Iniciou-se uma fase na qual iriam
predominar os registros de casos e a tentativa de isolamento do agente infectante,
para o estudo de suas principais caracteristicas (Lacaz, 1982). Ainda em Sao
Paulo, Alfonso Splendore (1871-1953) comecou também a estudar a doenca,
cultivando seu agente etioldgico, enquadrando-o em um género ja conhecido em
Micologia — Zymonema, Zymonema brasiliense (Lacaz, 1982).

Novos estudos do agente etiolégico da paracoccidioidomicose foram feitos
em 1927 pelo médico Floriano Paulo de Almeida (1898-1977). Em 1930, apds
estudos bem sistematizados, Almeida criou um novo género dentro do reino Fungi
— Paracoccidioides, revalidando o nome da espécie, criada por Splendore, de tal
modo que, a partir daquela data estava “batizado”, de acordo com as regras
estabelecidas por Linneu, o agente etioldgico desta nova micose (Almeida, 1930).

A denominagao paracoccidioidomicose foi consagrada em 1971, em
Medellin (Colémbia), apds reunido de micologos das Américas. Até entao diversos
outros termos foram utilizados para descrever esta doenga, tais como:
blastomicose sul-americana, doenca de Lutz-Splendore-Almeida, granulomatose
paracoccidioidica, granuloma paracoccidioidico, granulomatose blastomicoide

tropical e granuloma ganglionar maligno de origem blastomicoética (Lacaz, 1991).
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1.2- O Agente etiologico

Paracoccidioides brasiliensis (Pb) agente etiolégico da
paracoccidioidomicose (PCM), € um fungo termo-dimérfico que cresce sob a forma
micelial (M) a 17-28°C e leveduriforme (L) a 35-37°C (Patifio et al., 1984). A forma
M caracteriza-se microscopicamente por hifas delgadas e septadas, apresentando
clamidoconidias intercaladas ou terminais. Artroconidias, aleurioconidias e
artroaleurioconidias foram demonstradas também nesta forma (Edwards et al.,
1991; Samsonoff et al., 1991). Em animais experimentais, essas conidias sao
infectantes através da via respiratéria (McEwen et al., 1987). A forma L
caracteriza-se por células esféricas ou ovais de 2-30 um de diametro,
apresentando paredes espessas e birrefringentes, aparentemente duplas, e
citoplasma contendo vacuolos de lipideos. O diagndstico histoldgico baseia-se no
achado de estruturas fungicas com formato de “roda de leme” que refletem
células-maes em brotamento multipolar envolvidas por células-filhas periféricas
(Restrepo, 1978).

Acredita-se que a temperatura seja o principal fator a interferir na conversao
micélio-levedura, embora o mecanismo através do qual isso ocorra seja
desconhecido (San-Blas et al., 1992). Kanetsuna et al. (1969) demonstraram que
a-1,3-glucanas compdem predominantemente a parede celular da forma L
enquanto as p-1,3-glucanas compdem a da forma M. A medida que a temperatura
se eleva de 22 a 37°C, a sintese de -1,3-glucanas € interrompida e a de a-1,3-
glucanas iniciada, evidenciando que o fator temperatura condiciona a transigao

molecular da parede celular e é fundamental para a conversao morfologica. A
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presenca de (-1,3-glucanas nas leveduras, a-1,3, e 1,6-glucanas no micélio, e
quitina em ambas as formas foi confirmada (San-Blas et al. 1987). A quitina e as
glucanas podem ter um grande potencial como alvo de drogas, uma vez que o
hospedeiro mamifero ndo possui essas substancias.

O habitat da forma micelial de P. brasiliensis é ainda desconhecido, devido
a dificuldade de se isolar o fungo na natureza. Acredita-se que, em sua forma
micelial, ele tenha vida saprofitica, habitando solos e detritos vegetais onde produz
esporos infectantes (Neves, 1983; Souto et al., 2000). Novas oportunidades para o
estudo e interpretagao da ecologia do fungo tém emergido com o uso integrado de
dados e informagdes de tatus infectados naturalmente, além das técnicas
moleculares que permitem a detecgcado do fungo no solo, da estatistica espacial e
do geoprocessamento (Bagagli & Simdes, 2005). Estudos ecoepidemioldégicos do
P. brasiliensis revelaram uma correlagdo entre area de solos argilosos cultivados
anualmente e precipitacdo média anual de 1400 mm e concluiram que o fungo
parece preferir areas que mantém condi¢cdes de umidade a maior parte do tempo
(Bagagli & Simdes, 2005).

Esse fungo foi isolado de tecidos de figado, baco e pulmao de tatus
Dasypus novemcinctus capturados numa regidao de densa floresta tropical umida
no estado do Para (Naiff et al., 1986). Estes isolados apresentaram viruléncia em
modelo experimental de PCM (hamster) e produziram um quadro clinico similar
aos obtidos com isolados de humanos (Peracoli et al., 1999). Bagagli et al. (1998)
relataram elevada incidéncia de PCM em tatus da espécie citada anteriormente
capturados na area endémica de Botucatu, Sdo Paulo. O fungo também foi
demonstrado em pulmbes de D. novemcinctus em lIbia, Minas Gerais, € em

amostras de solo desta regidao (Vergara & Martinez, 1999). Estes dados
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evidenciam que tatus desta espécie sao reservatorios naturais e hospedeiros
silvestres do P. brasiliensis.

Borelli (1963) criou o termo reservarea para indicar o local exato onde o P.
brasiliensis vive e no qual o paciente adquire a infecgdo, pois devido ao longo
periodo de laténcia da PCM, o local onde esta doenga é diagnosticada néao
corresponde, necessariamente, a regidao onde a infec¢ao foi adquirida. Quatorze
reservareas foram determinadas no Brasil, baseando-se no histérico residencial e
ocupacional de pacientes (Restrepo et al., 2001). Estas reservareas localizam-se
nos estados do Para, Rondobnia, Bahia, Minas Gerais, Sao Paulo, Rio de Janeiro e
Parana. Estas s&o caracterizadas por um clima tropical ou subtropical e
apresentam verdes quentes e chuvosos e invernos frios e secos.

O P. brasiliensis infecta pessoas de todas as idades e ambos os sexos,
porém nota-se na doenga uma taxa de infeccdo de 78 homens:1 mulher,
mostrando a existéncia de uma via preferencial de infecgao pelo fungo ligada ao
sexo (Restrepo et al., 1997). Essa baixa incidéncia da doenca nas mulheres pode
ser explicada pela presenga do horménio estrégeno, o qual inibe a transformagao
do fungo da forma micelial para a forma leveduriforme através de alteragdes na

sintese protéica (Aristizabal et al., 1998).

1.3- Aspectos gerais da PCM

Uma das caracteristicas mais marcantes da PCM é a sua distribuigao
geografica, restrita a América Latina, do México [23° N] a Argentina [34° S], onde
se distribui de forma heterogénea, nao havendo relatos de ocorréncia na Belize,
Nicaragua, Guiana, Guiana Francesa, Suriname e Chile. Estima-se que,
aproximadamente, 10 de 90 milhdes de habitantes da area endémica foram

infectados pelo P. brasiliensis (Restrepo et al., 2001). Atualmente, o Brasil é o pais
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de maior endemicidade e responde por 80% dos casos relatados, configurando-se
a oitava endemia mais frequente neste pais. No Brasil, essa doenga ocorre nas
regides centro-oeste, sudeste, sul e, recentemente, foi relatada nos estados de
Para e de Rondénia (Fig. 1) (Restrepo-Moreno, 1993; Bialek et al., 2000; Da Silva
et al., 2000). Dentre os estados brasileiros, Minas Gerais destaca-se como area
endémica de elevada incidéncia, precedida por Sao Paulo e Rio de Janeiro (Fava

& Fava, 1998).

Figura 1: Mapa da distribui¢ao global da PCM
(Fonte: http://  www.pfdb.net/photo/ makimura_k/box0/photolist.php)

As areas endémicas situam-se em regides de florestas tropicais ou

subtropicais com temperaturas médias entre 14 e 20°C, precipitacdes
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pluviométricas entre 800 e 2.000 mm e umidade relativamente alta (Hamdan &
Rocha, 1987).

A PCM ¢é adquirida pela inalagao de esporos e nao é transmitida de pessoa
a pessoa, pois a temperatura corporal o fungo esta na forma leveduriforme
(Restrepo-Moreno, 1993; Da Silva et al., 2000; Souto et al., 2000). No hospedeiro,
os esporos transformam-se em leveduras e passam a multiplicar-se por
brotamento multiplo. O fungo na sua forma de levedura pode ser eliminado por
células do sistema imune ou disseminar-se para os tecidos por vias linfaticas e,
principalmente, hematogénicas, ocasionando a doenga que pode progredir até a
morte. O sitio de infeccado primaria da PCM, o qual as vezes nao é aparente, é o
pulmao. Depois de instalado, o P. brasiliensis causa uma benigna e transiente
infeccdo pulmonar ou oral em individuos normais. A infecgdo primaria € quase
sempre subclinica em individuos com o sistema imune normal. Se o hospedeiro
torna-se imune depressivo, uma reativagdo tardia subsequente resulta em
infeccao cronica dos pulmdes ou outros 6rgaos, especialmente o tecido mucoso e
cutaneo, os linfonodos, as adrenais e o sistema nervoso central (Almeida, 2005).

A presenca de febre é irregular e em geral pouco intensa. Seu surgimento
pode ser decorrente de co-infecgdes bacterianas, tais como Mycobacterium
tuberculosis ou outros microrganismos comuns. No pulmao o P. brasiliensis da
origem a manifestacdes clinicas de maneira muito insidiosa, compreendendo tosse
seca, posteriormente produtiva, e dispnéia aos esforcos. As lesbes da mucosa oral
resultam de disseminacdo hematogénica a partir de um foco primario pulmonar.
Na boca, nota-se uma estomatite moriforme, geralmente acompanhada por um

conjunto de sinais e sintomas que incluem sialorréia, sangramento, abaulamento
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dentario e dor. Lesbes de palato mole e faringe causam odinofagia que levam ao
emagrecimento e a piora do estado geral do paciente. O acometimento da laringe
e das cordas vocais ocasiona diversos graus de disfonia, ou mesmo afonia (Telles,
2005).

O diagndstico da PCM pode ser obtido por processos laboratoriais através
da visualizagao do fungo em material biolégico, por meio de exame direto, cultura
ou exame anatomopatologico de pega cirurgica e por testes imunologicos do soro,
como imunodifusdo dupla ou ELISA com antigenos especificos. O
desenvolvimento de técnicas micologicas para o diagnéstico da PCM tem
progredido paralelamente com métodos de detecgdo de antigenos e anticorpos.
Porém, o diagndstico sorolégico através da pesquisa de anticorpos especificos
anti-Pb ainda tem valor limitado, e é usado principalmente no seguimento da
resposta ao tratamento. A deteccdo da hipersensibilidade do tipo tardia (DTH)
também é usada no diagnéstico (Gomes et al., 2000). A reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) foi usada para detec¢gdo do DNA de P. brasiliensis em
espécimes clinicas, usando oligonucleotideos baseados na sequéncia do gene da
glicoproteina de 43,000-Da (gp 43) (Gomes et al., 2000).

A PCM é uma micose de importante impacto sécio-econdmico porque afeta
homens durante a sua fase produtiva (Del Negro et al., 2000). Individuos que
exercem atividades agricolas constituem a maioria dos pacientes com a micose
ativa, mas a infecgdo que era praticamente rural vem atingindo zonas urbanas,
atacando todas as profissbes, mesmo em individuos que nunca sairam dos

grandes centros (Lacaz, 1991).
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1.4- Formas clinicas da PCM

A PCM apresenta-se sob duas formas clinicas diferentes, a infecgao e a
doencga. A PCM infecgao € assintomatica e ocorre frequentemente em individuos
saudaveis que residem (ou residiram) em areas endémicas e que possuem
reatividade ao teste de pele com paracoccioidina (Restrepo-Moreno, 1993).
Também sé&o incluidos nesta forma clinica os individuos com lesdes residuais
inativas que contém P. brasiliensis.

A PCM doencga ¢é sintomatica e, dependendo do seu curso, se divide em

dois grupos: aguda ou crénica:

A. PCM aguda ou subaguda (juvenil)

A forma aguda ou subaguda (juvenil) representa cerca de 3 a 5% dos casos
e se caracteriza por pequenos periodos de incubacdo do fungo (semanas a
meses), € mais severa, com rapida disseminagao para 6rgaos do sistema reticulo-
endotelial (baco, figado, linfonodos e medula 6ssea) apresentando multiplas
lesdes (multifocal). Ocorre em criangas e adultos jovens de ambos os sexos. Os
pacientes em geral apresentam depressao da resposta imune celular e aumento
na producao de anticorpos especificos. Os achados histopatolégicos demonstram
a presenca de processo inflamatério inespecifico, com granulomas pouco
organizados contendo numerosos fungos (Franco et al., 1987; Restrepo-Moreno,

1993).
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B. PCM cronica (do adulto)

A forma crénica (do adulto), com cerca de 90% dos casos, apresenta um
curso lento (meses a anos) e ocorre com maior frequéncia em pacientes do sexo
masculino com idade superior a 30 anos. Afeta, primeiramente, os pulmdes
(unifocal), levando a significante morbidade. Posteriormente, a doenga pode
disseminar para outros 6rgaos e tecidos (multifocal), formando lesdes secundarias
nas membranas mucosas, pele, linfonodos e glandulas adrenais (Franco et al.,

1987).

1.5- Tratamento

O tratamento da PCM é geralmente prolongado, com muitos pacientes
recebendo terapia entre 1 e 2 anos, com efeitos colaterais indesejaveis e custos
elevados (Visbal et al., 2005). Varios tipos de terapias podem ser usados com
sucesso relativo. Muitos agentes anti-fungicos utilizados no tratamento da PCM
sao fungistaticos e nao fungicidas, consequentemente, para uma resposta efetiva
ocorrer, o sistema imune do paciente deve cooperar (Restrepo-Moreno, 1993).
Ocasionalmente linhagens resistentes do fungo tém sido reportadas. Assim, a
busca por drogas antifUngicas mais seletivas e eficientes para o tratamento
continua (Visbal et al., 2005). Existem varias categorias de drogas que podem ser

usadas para o tratamento da PCM, como descrito a seguir:

A. Sulfonamidas

A PCM é a unica micose tratada por sulfonamidas. Essas drogas foram

introduzidas no tratamento a micose em 1940 (Ribeiro,1940) e ainda sao utilizadas

10



INTRODUCAO

devido a algumas de suas vantagens, tais como: facilidade para administragao
oral, baixo custo e baixos niveis de toxicidade, porém o periodo requerido de
tratamento é longo (acima de 3 anos) e a taxa de recidiva é significativa (25%). As
vezes a recidiva € acompanhada por resisténcia induzida do fungo (Restrepo-
Moreno, 1993). As sulfonamidas podem ser usadas em pacientes de ambulatérios
com doenca meédia a moderada. Podem ser também empregadas como terapia de

manutengao (Restrepo-Moreno, 1993).

B. Anfotericina B

Introduzida em 1958, a anfotericina B ¢é mais eficiente do que as
sulfonamidas no tratamento da PCM e, desde entdo, tornou-se a principal
ferramenta para o tratamento de pacientes com a doenga severa disseminada.
Infelizmente, seus efeitos colaterais, administracdo intravenosa (tratamento
hospitalar) e alto custo dificultam a sua utilizacdo. A duragdo do tratamento
depende do “status” do paciente, severidade do processo micético e tolerancia.
Nao tem sido reportada resisténcia adquirida do P. brasiliensis a anfotericina B,

porém casos de recidiva sdo comuns, em torno de 15% (Restrepo-Moreno, 1993).

C. Derivados do Imidazol

Novas drogas de administragcao oral efetivas no tratamento da PCM foram
implantadas a partir de 1978. O cetoconazol foi o primeiro azol a ser empregado,
onde mais de 90% dos pacientes responderam a sua administragao por 12 meses
ou menos. Lesdes mais externas sdo curadas dentro de 3 a 6 meses e lesdes do

pulmao desaparecem lentamente, mas o desenvolvimento de fibroses permanece.

11
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Aproximadamente 5% dos pacientes ndo respondem ao medicamento e a taxa de
recidiva é menor (9-11%) do que a das outras terapias. Poucos efeitos colaterais
sdo observados ocorrendo disturbios gastrointestinal e enddcrino. O Unico
requerimento para a terapia de cetoconazol € um pH gastrico acido. O itraconazol
e fluconazol também sao usados no tratamento da PCM (Restrepo-Moreno, 1993).

Esses dados indicam que existe um numero consideravel de opgdes de
terapia que sao utilizadas para o tratamento da PCM. Por outro lado, triagens
controladas devem ser realizadas. Na primeira fase do tratamento (tratamento
inicial), os pacientes devem ser submetidos mensalmente a uma avaliagédo
radiolégica, sorologica, bioquimica, hematolégica e clinica. Esta fase termina
quando a cura clinica e a taxa de sedimentagdo normal de eritrocitos sao
observadas. Na segunda fase (tratamento suplementar), os pacientes devem ser
clinica, soroldgica e radiologicamente avaliados a cada trés meses. Porém, nao
existe ainda um consenso sobre a linha de tratamento e critérios usados para
determina-lo (Mendes, 2005).

Além da terapéutica antifungica especifica, o paciente com PCM necessita
de medidas gerais que melhorem o estado de desnutricdo protéico-caldrica e a
imunodepressao celular, geralmente associadas a infecgdo pelo P. brasiliensis.
Estes achados sao frequentemente agravados pela concomitancia do tabagismo,
etilismo, insuficiéncia adrenal e outras infeccbes associadas, sendo que essas
caracteristicas sdo comumente observadas entre os pacientes. Deste modo, o
repouso, a dieta hiperprotéica e hipercal6rica, associada a suplementacao

vitaminica sao fatores importantes para a obtencdo dos critérios de cura, assim

12
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como a restricdo do alcool, do tabaco e de infecgdes associadas como

enteroparasitoses e co-infecgdes bacterianas respiratorias (Telles, 2005).

1.6- Fatores de viruléncia de P brasilzensis

Candidatos a fatores de viruléncia do P. brasiliensis incluem efeitos
hormonais, componentes da parede celular, ligagao a laminina e oxigénio.

O mecanismo para entender a grande incidéncia da PCM em homens
parece envolver a regulagdo hormonal (Restrepo et al.,, 1997), uma vez que o
tratamento de P. brasiliensis com horménios femininos como o estrogeno bloqueia
a transformacéo de micélio para levedura, provavelmente via proteinas citosolicas
que se ligam a esterodides (Restrepo et al., 1984; Hogan et al., 1996).

O papel dos constituintes da parede celular a-1,3-glucana e p-1,3-glucana
na regulacdo da transicdo dimorfica em P. brasiliensis tem sido estudado por
muitos anos (Hogan et al., 1996). As células de levedura contém quase que
exclusivamente a-1,3-glucana e a forma micelial apresenta um conteudo maior de
B-1,3-glucana (San-blas et al., 1987; Silva et al.,, 1994; Hogan et al., 1996). O
componente de parede [(-1,3-glucana mostrou-se alvo de respostas inflamatorias
das células dos pulmdes e relaciona-se com linhagens avirulentas de P.
brasiliensis que produzem uma resposta inflamatéria maior do que linhagens
virulentas. Resultados semelhantes foram obtidos em estudos realizados com
Histoplasma capsulatum e Blastomyces dermatitidis, nos quais correlacionou-se

menor quantidade de a-1,3-glucanas na parede celular a menor viruléncia (Hogan,
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1994). Uma interessante questao é se o P. brasiliensis usa a mudanga para a-1,3-
glucana para evitar a estimulagao da resposta inflamatéria

A gp43, uma glicoproteina de superficie celular, € uma forte candidata a
fator de viruléncia. A aderéncia de P. brasiliensis as células epiteliais do
hospedeiro € reduzida na presenga de soro anti-gp43, indicando que essa
glicoproteina age como uma adesina. Tem sido mostrado que a gp43 liga-se a
laminina da membrana basal da matriz extracelular (ECM) de tecidos de
mamiferos e, quando a levedura esta coberta pela laminina ela aumenta a
habilidade de invadir e destruir o tecido infectado. Assim, a gp43 na superficie de
células de leveduras age como um receptor para laminina (Vicentini, et al., 1994).
Além disso, o P. brasiliensis produz uma serino-tiol protease extracelular que pode
clivar a lamina e outros componentes da ECM; porém a gp43 é resistente a
clivagem por esta protease (Puccia et al., 1998). Em adi¢cdo, outros componentes
da ECM, como as fibronectinas e colagenos, tém mostrado agir como alvos para
adesao do P. brasiliensis (Mendes-Giannini et al.,2000).

A capacidade de sobreviver e replicar-se a 37° C parece ser uma
propriedade comum entre os fungos patogénicos. Este fendbmeno conhecido como
termo-tolerancia esta correlacionado com a sintese de proteinas “heat-shock”, ja
descritas em P. brasiliensis. A produgdao destas proteinas parece exercer um
importante papel ndo s6 na termo-adaptacéo, mas também na transicdo de micélio
para levedura (Goldani et al., 1994).

As fases de levedura e micélio requerem uma quantidade significativa
oxigénio para crescimento. Por outro lado, as células jovens de leveduras podem

se adaptar gradualmente a redugao de oxigénio e entrar em estagio de repouso.
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Células em repouso podem reativar-se metabolicamente quando colocadas em
condicbes adequadas de oxigenacao. Esta capacidade pode explicar a laténcia

prolongada dessa micose (Restrepo et al., 1981).

1.7- Resposta Imunoldgica do hospedeiro

Na PCM, a imunidade inata e especifica sdo mecanismos utilizados pelo
hospedeiro no combate ao P. brasiliensis, sendo que a imunidade celular € a
principal defesa contra o fungo (Cano et al., 1998; Souto et al., 2000; Diniz et al.,

2004; Bozzi et al., 2004; Bozzi et al., 2006).

1.7.1- Imunidade Inata

Na imunidade inata, os fagocitos tém importante papel na defesa dos
hospedeiros, uma vez que P. brasiliensis € um microorganismo intracelular
facultativo (Restrepo-Moreno, 1993; Calvi et al., 2003). Tem sido demonstrado que
esse fungo é fagocitado por macréfagos que apresentam efeitos fungicidas para o
mesmo sendo necessarios para sua eliminagcao (Popi et al.,, 2002). Em células
humanas, macrofagos tratados com IFN-y recombinante ou com citocinas de
sobrenadante de células mononucleares estimuladas com concanavalina A
restringiram a replicagdo do fungo, mas perderam a atividade fungicida (Calvi et
al., 2003). Para uma eliminagao efetiva do fungo por mondcitos, € necessario um
sinal de ativagao inicial induzido pelo IFN-y para estimular as células a produzirem
TNF-a que podera estar envolvido, através de uma via autdcrina, na fase final do
processo de ativagao (Calvi et al., 2003). Além disso, o IFN-y ativa os macrofagos

a produzirem o6xido nitrico (NO), o qual inibe a transformacéao de P. brasiliensis de
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conidia para levedura (Gonzalez et al., 2000). Popi e colaboradores (2002)
demonstraram que a gp43 inibe a fagocitose do microrganismo por macrofagos
peritoneais de camundongos nao ativados e inibe a ativagdo e habilidade dos
macrofagos em matarem o fungo.

Os neutrofilos sao encontrados em grande quantidade nos granulomas de
P. brasiliensis e por isso o papel dessas células no desenvolvimento da infecgao
tem sido avaliado. A ingestao de células de leveduras pelos neutréfilos através de
um processo tipico de fagocitose com formagao de pseuddpodos foi mostrada por
microscopia eletrénica. Os pseuddépodos rompem a conecgao estabelecida entre
as células mae e filha. Os neutrofilos também se associam uns aos outros
formando um tipo de vacuolo onde muitas células de leveduras sdo encapsuladas.
Essas células contribuem para a morte do fungo ingerido ou extracelular através
da liberagao de produtos derivados de oxigénio e da degranulacdo apos a ligagao
do P. brasiliensis em sua superficie (Dias et al., 2005).

Kurita e colaboradores (2005) avaliaram a atividade antifungica dos
leucécitos humanos sobre as células leveduriformes de P. brasiliensis. Os
leucdcitos mataram efetivamente as células leveduriformes nas primeiras 4h. A
adicao de IFN-y, fator estimulador de colbénia de granulécito-macréfago, IL-18 ou
IL-4 aumentou a atividade antifungica dos leucécitos por 48h. Em contraste, a
adicdo de IL-8 diminuiu a atividade dos leucécitos e as citocinas TNF-a ou IL-10
nao tiveram efeito na morte do fungo pelos leucdcitos. Essa foi a primeira
demonstragcao de que os leucocitos humanos também contribuem para a morte de

células leveduriformes de P. brasiliensis.
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A ativagao do complemento pelo P. brasiliensis foi confirmada por varios
estudos (Calich et al., 1979; Munk et al., 1992; De Messias & Mohren, 1994; Crott
et al., 1997). Ambas as vias, classica e alternativa sao ativadas em pacientes
como resposta ao fungo (Speth et al., 2004).

As células natural killer (NK) também participam inibindo o crescimento da
levedura (Jimenez & Murphy, 1984; Restrepo-Moreno, 1993). Entretanto, a
atividade citotoxica dessas células € mais baixa em pacientes com PCM do que
em individuos normais (Peracoli et al., 2003). Consequentemente, sua
participacado na resisténcia deve ser inadequada e a diminuicdo de sua atividade

citotoxica pode representar um mecanismo de escape do fungo.

1.7.2- Imunidade Especifica

A)- Imunidade Humoral

Apesar da resposta imune humoral aparentemente nao ter um papel central
na defesa da PCM, tanto pacientes com PCM quanto animais infectados com P.
brasiliensis produzem grandes quantidades de anticorpos. Os anticorpos sao
potentes opsonizadores e, em conjunto com o sistema do complemento,
promovem a morte do fungo.

Todas as classes de imunoglobulinas sdo detectadas em pacientes com
predominio da classe IgG. A analise do soro de pacientes com PCM néo tratada
demonstrou que o nivel de IgG é maior na doenga disseminada, aguda e
progressiva (Reis et al., 2005). Nas formas cronicas localizadas o nivel de IgG nao
€ significativamente elevado (Baida et al., 1999). Isto favorece o uso desses

anticorpos no diagnéstico da PCM. Em contraste, o nivel de IgM é normal em
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todos os pacientes, mas o nivel de IgA é elevado, principalmente na forma
cronica, provavelmente como resultado do envolvimento do trato respiratorio e
membranas mucosas (Baida et al., 1999). Um aumento da producao de IgE foi
detectado em casos ativos, estando relacionados com a severidade da doencga
(Restrepo-Moreno, 1993).

Apos o tratamento, a melhora clinica geralmente esteve associada a
diminuicao do titulo de IgG reconhecendo antigenos fungicos (Restrepo-Moreno,
1993; Reis et al., 2005). Entretanto, a conversdo para reagdao de anticorpos
negativa ndo necessariamente indica cura da doencga e nao deve ser interpretada
como um sinal para interrupcao do tratamento (Ferreira-da-Cruz et al., 1990). Os
niveis de anticorpos voltam a aumentar em pacientes que tiveram recidiva,
provavelmente devido ao aumento da liberagao extracelular de antigenos fungicos
(Mendes-Giannini et al., 1994). Assim, os titulos de imunoglobulinas anti-Pb estao
diretamente relacionados a severidade das manifestagdes clinicas da doenca;
quanto mais severa € a forma da doenca, mais alto é o titulo de anticorpos

(Camargo & Cano, 1994).

B)- Imunidade Celular

A principal defesa do hospedeiro contra P. brasiliensis € a mediada por
células, sendo que os pacientes com PCM apresentam uma depressédo da
imunidade celular. A taxa de células T CD4" e CD8" na PCM tém sido avaliadas, e
baixas taxas dessas células foram associadas com a diminuicdo da imunidade
celular (Bozzi et al., 2004). A forma aguda da doencga foi associada com uma taxa

reduzida de células T CD4/CD8, enquanto que na forma crbnica essa redugao nao
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foi tdo evidente (Bozzi et al., 2004). Estudos em camundongos infectados com P.
brasiliensis mostraram que células T CD8" sdo necessarias para o “clearance”
eficiente de fungos nos tecidos (Cano et al., 2000).

A participagdo de citocinas na PCM é amplamente discutida. Individuos
sensibilizados pelo fungo apresentaram niveis substanciais de IFN-y, IL-2 e IL-10,
frente a gp43 (principal antigeno extracelular do Pb), refletindo uma resposta
imune bem balanceada. Porém, pacientes com PCM produziram baixos niveis de
IL-2, IFN-y e TNF-a, mas somas substanciais de IL-10. Além disso, os niveis de
IFN-y eram recuperados nos pacientes com PCM apds o tratamento (Bava et al.,
1991). Oliveira e colaboradores (2002) mostraram que as formas de alta e baixa
resisténcia da PCM humana sdo compativeis com citocinas Th1 e Th2,
respectivamente. Bozzi e colaboradores (2004) demonstraram uma alta secregao
de IL-4 por células de pacientes com PCM sem tratamento e uma alta secrecéo de
IFN-y por células de pacientes com PCM em tratamento a mais de um ano.

Variantes alélicos de genes de citocinas parecem estar envolvidos em
mecanismos de resisténcia ou susceptibilidade a varias doengas. Bozzi e
colaboradores em 2006 estudaram polimorfismos de nucleotideos unicos (SNP)
para as citocinas IL-10 e TNF-a em pacientes com paracoccidioidomicose e
apontaram para a possibilidade de futuramente ser possivel predizer um grupo de
risco para PCM quando mais SNP forem estudados nas mesmas e em outras
citocinas.

Diversos estudos demonstraram a participagdo do IFN-y e TNF-a na

resisténcia e sobrevivéncia de camundongos infectados com P. brasiliensis (Cano
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et al., 1998; Calich & Kashino, 1998; Gonzalez et al., 2000; Souto et al., 2000;
Diniz et al., 2001; Diniz et al., 2004). Linfécitos de camundongos susceptiveis a
PCM secretaram baixos niveis de IFN-y concomitante com niveis significativos de
IL-5 e IL-10 logo no inicio da infeccdo. Na fase crbnica da doenca, os
camundongos susceptiveis apresentaram uma secregao transitéria de IL-2 e IL-4.
Na infeccao pulmonar, IL-4, IL-5 e IL-10 foram preferencialmente detectados nos
lavados de células pulmonares de camundongos susceptiveis. A deplecao in vivo
de IFN-y ndo s6 anula a resisténcia de camundongos resistentes como também
diminui a resisténcia relativa de camundongos susceptiveis. A deplecao in vivo de
IL-4 ndo altera o desenvolvimento da doenca (Calich & Kashino, 1998).
Susceptibilidade ou resisténcia parece ser uma funcdo de um complexo e sutil
balango de citocinas, onde ambos os grupos Th1 e Th2 sao produzidos (Diniz et

al., 2001).

1.7.3- Reacdo Granulomatosa

A reacgao granulomatosa na PCM é uma resposta imunoldgica especifica a
infeccdo por P. brasiliensis. Esta resposta € um processo dinamico, no qual a
populacado de células infiltradas no local varia com o decorrer da infecgcdo. O
estabelecimento de modelos experimentais in vivo possibilitou a identificacao de
linfocitos, macréfagos, células gigantes e epitelidides, células NK e neutrdfilos
como as principais células participantes da resposta granulomatosa (Brito &
Franco, 1994).

Esse processo tem inicio quando antigenos do fungo sdo capturados e

processados por células apresentadoras de antigenos que incluem células
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dendriticas e macréfagos. Posteriormente, os antigenos associados as moléculas
do complexo principal de histocompatibilidade de classe Il (MHC-IlI) sao
apresentados a linfécitos T-auxiliares (TH) que ao reconhecé-los tornam-se
ativados. A ativacao leva a expanséo clonal, secrecéo de citocinas e recrutamento
de leucdcitos adicionais (Brito & Franco, 1994). As células recrutadas acumulam-
se em torno das células leveduriformes, dando origem ao granuloma propriamente
dito, constituido por células epitelidides e gigantes. A destruicdo local de tecido &
seguida por fibrose, um processo de cicatrizacdo no qual fibroblastos deslocam-se
por quimiotaxia para o local da lesdo e produzem o colageno que constituira a
cicatriz (Brito & Franco, 1994).

Linfécitos T e macrofagos ativados no foco inflamatério desempenham um
papel importante no desenvolvimento do granuloma e na producdo de mediadores
inflamatdrios que ativam mecanismos de defesa do hospedeiro contra o fungo. A
reacao granulomatosa € considerada um mecanismo necessario para conter a
multiplicagdo e os efeitos toxicos de componentes derivados de células
leveduriformes sobre células vizinhas, delimitando assim a patologia da infecgao
(Brito & Franco, 1994).

Em pacientes que apresentam a forma menos severa da PCM, a resposta
imune do hospedeiro induz granulomas compactos e densos que sao associados
com baixos numeros de células fungicas. Por outro lado, pacientes com a doenca
severa frequentemente desenvolvem granulomas frouxos associados com altos
numeros de células de leveduras viaveis. Além disso, Franco e colaboradores
(1997) avaliando a formacao de granulomas in vitro por PBMC de pacientes de

diferentes formas clinicas observaram a auséncia de reagao granulomatosa nos
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pacientes agudos nao tratados. Em 2001, Diniz e colaboradores mostraram que
componentes antigénicos de P. brasiliensis participam na formacgao de granulomas
na PCM. A fragdo FO do antigeno somatico do fungo (PbAg) levou a uma
diminuicdo da formacdo de granulomas, enquanto as fragcdes FIl e Flll
aumentaram consideravelmente a reagao granulomatosa. A maioria dos linfécitos
presentes no granuloma sdo do tipo T- auxiliares (CD4"), com poucas células T
citotoxicas (CD8"), sugerindo um maior envolvimento das primeiras na patogénese

das lesdes e no controle da doenca (Moscardi-Bacchi et al., 1989).

1.8- Antigenos de @. brasiliensis

O P. brasiliensis sintetiza numerosos antigenos que interagem com o
sistema imune (Yarzabal, 1982). Varios pesquisadores tém estudado preparacgdes
antigénicas do filtrado de cultura do fungo (exoantigenos) ou das células lisadas
(preparagcbes somaticas) (Burgos et al., 1985; Casotto et al., 1990; Diniz et al.,
2001). Os antigenos extracelulares (exoantigenos) fazem o primeiro contato com
as células do hospedeiro e, portanto, desempenham um papel fundamental no
processo infeccioso da PCM. Os exoantigenos podem promover efeitos
estimulatérios ou supressores, dependendo da interagdo com as células
hospedeiras ou de como sao processados pelas células apresentadoras de
antigenos (Franco et al., 1993). Os antigenos somaticos tém sido estudados em
busca de melhorar ndo sé o conhecimento quimico dessas moléculas, mas
também caracterizar a reatividade imunologica induzida por eles em pacientes

com PCM.
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Com o objetivo de identificar componentes antigénicos relevantes na
resposta imune do hospedeiro a infecgao, Diniz et al. (1999) fracionaram o PbAg
por cromatografia de troca anidbnica e obtiveram sete fragcbes multiprotéicas
(fragdes O, I, II, I, IV, V e VI). Estes autores demonstraram que camundongos
imunizados com as fragdes FO, Fll ou Flll apresentaram padrbes especificos de
resposta imune evidenciados pela reagao de granuloma in vitro e in vivo, produgao
de o6xido nitrico (NO) e de citocinas in vitro, e protecado contra a infeccdo desafio
pela via intratraqueal com células fungicas (Diniz et al., 2001). Observou-se que
células de bago de camundongos imunizados e, posteriormente, estimulados com
a FO produziram niveis elevados de INF-y que, em consequéncia, induziram a
sintese de NO e de imunoglobulinas das subclasses IgG2a e IgG3 (Diniz et al.,
2001). A producao de NO foi correlacionada a atividade fungicida de macrofagos
murinos em PCM experimental (Bocca et al., 1998) e a produgdao de
imunoglobulinas dessas subclasses foi correlacionada a resisténcia de
camundongos A/Sn infectados pela via intraperitoneal ou intratraqueal com P.
brasiliensis (Cano et al., 1995; Calich & Kashino, 1998). Analises histologicas de
tecidos de camundongos desafiados com P. brasiliensis mostraram que a infecgao
foi confinada ao pulméao, no qual observou-se pequenas lesdes bem delimitadas e
granulomas epitelidéides e densos contendo poucos fungos. Estes resultados
indicam que a ativagao inicial de mecanismos fungicidas de macréfagos com
producao de niveis elevados de NO e imunoglobulinas IgG2a e 1gG3, induzidos
por INF-y e IL-2, determinam uma resposta imune protetora em camundongos

imunizados com a FO (Diniz et al., 2001). O contrario foi observado em
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camundongos imunizados com a fracao Flll, nos quais a infecgao disseminou-se
para outros orgaos. Apesar de terem produzido IFN-y, inicialmente, a produgao de
niveis elevados de IL-10 e TGF-f, citocinas associadas a susceptibilidade do
hospedeiro a infeccdo (Calich & Kashino, 1998), pode ter favorecido a
disseminacdo da doenga através da inibicdo da producdo de NO. De fato,
camundongos imunizados com a fracado Flll apresentaram doenca progressiva e
disseminada com numerosas células fungicas em lesdes. O quadro anatomo-
patologico observado nestes camundongos sugere que componentes antigénicos
da fragao Flll estejam envolvidas na progressao e disseminagao do P. brasiliensis
(Diniz et al., 2001).

Células de bago de camundongos imunizados e, posteriormente,
estimulados com a fragdo Fll também produziram imunoglobulinas IgG2a e 1gG3.
Além destas subclasses, imunoglobulinas IgG1 foram produzidas em niveis

elevados (Diniz et al., 2001).

1.9- Justificativa

Pesquisas anteriores em nosso laboratério mostraram que clones isolados
de uma biblioteca de cDNA de P. brasiliensis eram codificadores de uma proteina
que apresentou homologia com a calcineurina B de Neurospora crassa , com 35%
de identidade e 55% de similaridade, apresentando dois motivos “mao-EF” que
ligam calcio, do inglés “EF-hand calcium-binding domain”, (Goes, et al, 2005),
essa proteina é constituinte da fracdo FO, produzida em nosso laboratério, que

demonstrou, em estudos anteriores, ser capaz de controlar a infeccao do fungo
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em PCM experimental, reduzindo significativamente o numero de unidades
formadoras de colbénia (CFUs) no baco e no figado, apés 3 meses de infecgao
(Diniz et al, 2004).

O calcio esta entre os metais mais importantes para a vida: ele controla
processos vitais, desde a mineralizagdo 6ssea a sinalizagao celular, interagindo
com um numero muito grande de proteinas. Porém, a variedade de configuragoes
de sitios de ligagao ao calcio € limitada, sendo que, dentre elas a mais comum é o
motivo “mao-EF” (Lewit-Bentley & Réty, 2000).

O nome “EF-HAND” foi criado por Kretsinger e Nockolds a mais de 30 anos
atras como uma descrigao grafica do motivo de ligagdo ao calcio observado na
parvalbumina. (Kretsinger & Nockolds, 1973). Esse motivo é muito difundido,
encontrando-se em um grande numero de familias de proteinas, sendo que mais
de 66 familias ja sdo conhecidas. Na grande maioria das proteinas, que ja foram
suficientemente estudadas, o motivo liga-se ao calcio ou, em alguns casos, ao
magnésio (Lewit-Bentley & Réty, 2000).

O motivo “mao-EF” classico consiste em uma alga de 12 residuos, cujo
padrao consenso € D-x-[DNS]-{ILVFYW}-[DENSTG]-[DNQGHRK]-{GP}-[LIVMC]-
[DENQSTAGC]-X(2)-[DE]-[LIVMFYW], flanqueada em ambos os lados por uma
alfa-hélice de 12 residuos. Os residuos da algca nas posigdes 1, 3, 5,7, 9 e 12,
denominados de X, Y, Z, -Y, -X e -Z respectivamente, fornecem ligantes para
complexar o jon Ca*?, sendo que os das posicdes 1, 3 e 12 sdo os mais
conservados. A maioria das proteinas com o motivo mao-EF possui entre dois e
oito estruturas hélice-alga-hélice organizados em dominios pares, pois este

pareamento incrementa a afinidade pelo Ca*? (Lewit-Bentley & Réty, 2000).
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As funcgbes das proteinas que contém esse motivo sdo muito diversas, tais
como: tamponamento citosolico pelo calcio, transdugdo de sinal entre
compartimentos celulares e contracdo muscular (Lewit-Bentley & Réty, 2000).

A calcineurina € um heterodimero composto por uma subunidade A
catalitica e por uma subunidade B regulatéria responsavel pela ligagao ao calcio,
sendo a ligacdo destas duas subunidades essencial para a sua atividade
(Watanabe et al.,, 1996; Kraus & Heitman 2003). Foi demonstrado que a
calcineurina € requerida para a viruléncia de Candida albicans e que mutantes
deficientes da calcineurina B sdo marcadamente mais sensiveis a anti fungicos
(Cruz et al., 2002; Sanglard et al., 2003).

A deteccado de anticorpos contra componentes de P. brasiliensis para o
diagnodstico da PCM tem sido utilizada desde 1916. Durante as décadas de 60-80
foram caracterizados constituintes antigénicos de preparagbes diversas para
testes soroldgicos, onde destacou-se a presengca de uma banda especifica para
PCM, a gp 43 (Cisalpino et al., 1996). Esta proteina é reconhecida por 100 % dos
soros de pacientes com PCM. Entretanto, os testes soroldgicos realizados com a
mesma tém demonstrado algumas limitagbes, entre elas uma alta taxa de
reatividade cruzada (Ortiz et al., 1998).

Ao longo dos anos, antigenos de P. brasiliensis derivados de filtrados de
cultura ou das células leveduriformes lisadas tém sido utilizados em diagnésticos,
na busca de um antigeno ideal, que seja facil de preparar, possua uma longa vida
util, seja especifico, reproduzivel, sensitivo e confiavel. Esse antigeno, porém

ainda nao foi encontrado (Brummer et al., 1993).
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Na busca por esse antigeno, McEwen e colaboradores (1996) descreveram
uma sequéncia nucleotidica que codifica uma proteina antigénica de peso
molecular de aproximadamente 27kDa. Em 1998, Ortiz e colaboradores utilizaram
essa proteina recombinante em ensaios de ELISA para deteccdo de anticorpos
reativos a ela em soros de pacientes com PCM. O antigeno foi capaz de identificar
a presencga de anticorpos em 73,4% dos soros analisados. Cunha e colaboradores
(2002) descreveram a reatividade de soros de pacientes com PCM frente a uma
proteina recombinante HSP60. Os ensaios de ELISA apresentaram sensibilidade
de 97,3% e especificidade de 92,5%. Diez e colaboradores (2003) utilizaram a
mistura de duas proteinas recombinantes (27kDa e 87kDa) e observaram, em
ensaios de ELISA, sensibilidade de 92% e especificidade de 88%. Recentemente,
Reis e colaboradores (2005) utilizaram o antigeno MEXO e uma proteina
purificada a partir desse antigeno e observaram em ensaios de ELISA,
sensibilidade de 100% nos pacientes nao tratados. Porém, essa sensibilidade foi
muito menor em pacientes com PCM que estavam em tratamento. No entanto, até
o momento, nenhuma dessas proteinas € utilizada no diagndstico da PCM.

Pouco se sabe sobre a fungédo das proteinas que possuem o motivo “mao-
EF” em P. brasiliensis. Por serem descritas como proteinas importantes para a
sobrevivéncia de outros organismos, inclusive outros fungos, além de ser a
proteina descrita componente da FO, que ja demonstrou ter um importante papel
protetor contra a infecgao por P. brasiliensis, a caracterizagao imunolégica desta
proteina podera fornecer importantes informacdes para o desenvolvimento de

vacinas e farmacos, assim como para o desenvolvimento de métodos de
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imunodiagndstico para essa infecgdo, o que poderia tornar o diagndstico menos

dispendioso, mais sensitivo e confiavel.
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OBJETIVOS

2.1- Objetivo geral:

Estudar parametros imunologicos da proteina pb40r e sua importancia no

imunodiagndstico da PCM.

2.2- Objetivos especificos:

- Clonar a proteina de aproximadamente 40 kDa de P. brasiliensis (pb40r) em

sistema procarioto utilizando o vetor pGEX4T-3;

- Expressar as proteinas GST/pb40r e GST em bactérias E. coli BL21;
- Purificar as proteinas recombinantes GST e GST/pb40r;

- Clivar a proteina fusionada GST/pb40r;

- Imunizar camundongos com a proteina recombinante GST/ pb40r e com a

GST;

- Avaliar a atividade humoral da pb40r, através da determinagao dos niveis de

IgG total, IgG1 e IgG2A;

- Avaliar a dindmica de producao de imunoglobulinas reativas a pb40r em PCM

experimental;

- Pesquisar a reatividade de soros de pacientes com PCM frente a pb40r.
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METODOLOGIA

3.1- Microorganismo

A cepa de P. brasiliensis isolado virulento humano, Pb 18, foi cultivada em
meio YPD Agar, a temperatura de 35°C, com repiques semanais.
O meio de cultura foi preparado utilizando-se 5 g/l de extrato de levedura, 5

g/l de peptona de carne, 159/l de D glucose e 15 g/l de agar.

3.2- Amplificacdo da Sequéncia Génica da Proteina de interesse

A sequéncia codificadora da proteina de 40 kDa de P. brasiliensis foi obtida
a partir de um clone de bactérias XLOLR transformadas com o fagemidio
pbluescript e pertencente a uma biblioteca de cDNA da forma leveduriforme do
fungo. Apds inducao da expressao, os insertos clonados foram selecionados por
anticorpos de pacientes com paracoccidioidomicose utilisando o método de ELISA
(Goes et al., 2005). Os clones positivos foram cultivados em meio LB - ampicilina
(1mg/ml) durante 16 horas a 37°C e os plasmidios foram extraidos pelo método de
lise alcalina utilizando o Kit Mini-prep QIA prep Spin Miniprep Kit - 150 (QIAGEN
Inc. Valencia, C.A).

A amplificacao do inserto foi realizada através de PCR. Foi preparada uma
reacao de 25 pL utilizando 20ng do plasmideo pbluescript como DNA molde (0,25
pmol/ ul de cada iniciador, 0,4u de Taq DNA polimerase, 2,5 mM de MgCl,, 0,25
mmol/ pl de mistura dos 4 desoxinucleotideos e 20 mM de Tris-HCI pH 8.4 e 50
mM de KCI) e submetida aos seguintes ciclos:

1- Ciclo inicial de desnaturacao a 92°C durante 2 minutos;

32



METODOLOGIA

2 - 6 ciclos de desnaturacado a 92°C por 30 segundos, anelamento a 54°C
por 1 minuto e extensdo a 72°C por 1 minuto;

3 — 25 ciclos de desnaturagdo a 92°C por 30 segundos, anelamento a
65°C por 1 minuto e extensado a 72°C por 1 minuto;

4- Ciclo final de extensao a 72°C por 3 minutos
Os iniciadores utilizados para a amplificagao foram:

Direto: 5 CTT TCT AGA CCAATTCGG CACGAGCCAC3 e

Reverso: 5 TAC CTC GAG ATG GAA AAT GCC TTT CTC GAT AA 3’
nos quais encontraram-se inseridos os sitios de restricdo das enzimas Sal |,

iniciador direto e NOT | iniciador reverso.

3.3 - Eletroforese em Gel de Agarose

Este método foi utilizado para isolar e visualizar fragmentos de DNA a partir
da migragdao diferencial dos fragmentos de tamanhos diferentes no gel
polimerizado que é submetido a uma voltagem elétrica especifica. A visualizagao
das bandas €& possivel devido a afinidade do brometo de etidio, que é
fosforescente na radiagao ultravioleta, pelo DNA.

O gel foi preparado diluindo-se a agarose na propor¢ao de 1% em TAE 1X.
A esta solugao adicionou-se brometo de etidio (0,3 ug/ pl). Apds a polimerizagao
as amostras foram aplicadas no gel. A corrida eletroforética foi realizada sob
voltagem constante de 60V. A visualizagao das bandas foi realizada utilizando-se

radiagao ultravioleta.
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3.4 - Construgdo do Plasmideo Recombinante pGEX4T-3/ pb40r

O clone bacteriano contendo o vetor pGEX4T-3 foi cultivado a 37°C durante
16 horas em meio LB com ampicilina 100ug/ml. O precipitado bacteriano obtido,
apos 10 minutos de centrifugacao a 4000 rpm, foi lisado com a utilizagao do Kit
Mini-prep QIA prep Spin miniprep Kit-150 (QIAGEN Inc. Valencia, C.A). O
plasmidio obtido, pGEX4T-3 (figura 1), e o inserto da proteina de interesse
amplificado foram digeridos a 37°C com as enzimas Sal | e Not |, durante 4 horas
com agitacdo. O inserto de 1134 pb da proteina de interesse foi ligado ao
plasmideo pGEX4T-3. A reagao de ligacao foi realizada utilizando 10u da enzima
DNA T4 ligase em 50 mM Tris-HCI, 10 mM MgClz, 10 mM DTT, 1 mM ATP e 25

ug/ml de BSA durante 10 horas a 16°C.

3.5 - Sequenciamento do Fragmento Inserido no pGEX4T-3

Os sequenciamentos foram realizados pelo método didesoxiterminal
(Sanger et al., 1977) no nucleo de Andlise do Genoma e Expressao Génica
(NAGE/ICB/UFMG), com o auxilio do DYEnamic ET Dye Terminator Cycle
Aequencing Kit For MegaBACE DNA Analysis (Amersham Biosciences,
Buckinghamshire, England). Os dados da sequéncia do clone foram exportados e
editados no programa Chromas v2.13 Technelsium Pty
(http://www.technellysium.com.au). As sequéncias nucleotidica e protéica foram
comparadas as sequéncias depositadas no banco de dados Genbank do NCBI
utilizando-se os algoritmos BLASTn, BLASTx (Altschul et al., 1997) e CLUSTALW

(Thompson et al., 1994), disponiveis na internet: http://ncbi.nlm.nih.gov e
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http://www.ebi.ac.uk/clustalw. As pesquisas de homologia foram realizadas no 1°
semestre de 2007.

A pesquisa de dominios estruturais ou funcionais foi realizada utilizando-se
o banco de dados “Simple Modular Architecture Research Tool” (SMART) (Letunic

et al., 2002), disponivel na internet: http://smart.embl-heidelberg.de.

pGEX-4T-3 (27-4583-01)
Thrombin

|Leu Val Pro Arg-l' Gly Serl Pro Asn Ser Arg Val Asp Ser Ser Gly Arg lle Val Thr Asp
CTG GTT CCG CGT GGA TCC, CCG AAT TCC CGG GTC GAC TCG AGC GGC CGC ATC GTG ACT GAC TGA

Sall “Yhol ] Not | Stop codons

BamH|  EcoR 1"

Smal

' %
c 2.\
JIO_\Bam? >top7 \

pGEX

~4900 bp

— ~ pBR222

ori

Figura 2: Plasmidio pGEX4T-3. Vetor utilizado para expressar a proteina de 40Kda (pb40r) da

fragao protetora FO de P. brasiliensis.
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3.6 - Transformagdo de Bactérias com o Plasmideo Recombinante

Bactérias E. coli BL21 quimiocompetentes foram transformadas com o
plasmideo recombinante pelo método de choque térmico, no qual bactérias e
plasmideos recombinantes foram juntamente incubados 30 minutos no gelo,
seguidos de 90 segundos a 42°C e novamente no gelo durante 30 minutos
(Maniats et al., 1982). Posteriormente, a mistura foi plagueada em meio seletivo
LB/agar com 100 ug/ml de ampicilina, durante 16 horas. Os clones obtidos foram
analisados através do PCR de colbnias utilizando-se os iniciadores do plasmideo
pGEX4T-3, seguido de ensaio eletroforético em gel de agarose para visualizar a
presenca do inserto. Os clones que continham o plasmideo com o inserto foram
selecionados e cultivados por 16 horas em meio LB/ampicilina liquido para a
amplificacdo em pequena escala do mesmo. Novamente foi realizada a reacao de
PCR com os iniciadores da sequéncia de interesse. Foi feita a analise

eletroforética desta reagao para confirmar a presenca do inserto.

3.7 — Mini-Expressio das Proteinas Recombinantes GST e
GST/pb40r

Um clone de bactérias E. coli BL21 contendo o plasmideo pGEX/pb40r ou o
plasmideo pGEX sem inserto foram selecionados e cultivados separadamente em
10ml de meio liquido LB/ ampicilina 100ug/ml, @ 37° C sob agitacdo. Apds 16
horas, a cultura foi diluida 1:100 em 20 ml de LB/ampicilina 100ug/ml sob agitagcao
a 37°C. Ao atingir o D.Ogoo = 0.5 foi adicionado 1 ml de IPTG 1mol/ml para induzir

a expressao das proteinas recombinantes. Aliquotas de 1 ml foram coletadas
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apos 2 e 4 horas de indugao, sendo posteriormente submetidas a eletroforese em
gel de poliacrilamida 10% sob condi¢cdes desnaturantes para a separagao das

proteinas e identificagcao das proteinas GST e GST/pb40r.

O restante da cultura contendo a expressédo da GST/pb40r apds 4 horas de
indugcao foi centrifugado durante 10 minutos a 4.000 rpm, em centrifuga sorvall
(Sorvall, super T21). O precipitado de bactérias foi lisado com 0,25% de lisozima
em 1ml de PBS 0,15 M pH 8.4 e submetido a 4 ciclos de 20 segundos de
sonicagao (ultrasonic processor, Sigma). O extrato obtido foi centrifugado
novamente em centrifuga sorvall (Sorvall, super T21) a 7000 rpm durante 20
minutos, sendo o sobrenadante e o sedimento obtidos submetidos a eletroforese
em gel de poliacrilamida 10% sob condigbes desnaturantes para verificar se a
proteina de interesse, GST/pb40r, se encontrava no sedimento ou no

sobrenadante.

3.8 - Expressdo da Proteina Recombinante GST

Um clone de bactérias E. coli BL21, contendo o plasmideo pGEX sem
incerto foi selecionado e cultivado em 20mL de meio liquido LB/ampicilina
100pg/ml & 37° C sob agitacdo. Apds 16 horas, a cultura foi diluida 1:100 em 1litro
de LB/ampicilina 100pug/ml sob agitagdo a 37°C. Ao atingir o D.Ogyp = 0.5 foi
adicionado 1 ml de IPTG 1mol/ml para induzir a expressdao da proteina
recombinante. Apds 4 horas o meio foi centrifugado durante 10 minutos a 4.000
rom em centrifuga sorvall (Sorvall, super T21). O precipitado de bactérias foi lisado

com 0,25% de lisozima em 100ml de PBS 0.15 M pH 8.4 e submetido a 4 ciclos de
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20 segundos de sonicacado (ultrasonic processor, Sigma). O extrato obtido foi
novamente centrifugado em centrifuga sorvall (Sorvall, super T21) a 7000 rpm por
20 minutos. Sendo o sobrenadante obtido estocado para ser utilizado nos

processos posteriores de purificagcao.

3.9 - Expressdo da Proteina Recombinante GST/pb40r

Um clone de bactérias E. coli BL21 contendo o inserto da proteina de
interesse foi selecionado e cultivado em 20ml de meio liquido LB/ampicilina
100pg/ml a 37° C sob agitagdo. Apds 8 horas, a cultura foi diluida 1:100 em 1 litro
de LB/ampicilina 100pug/ml sob agitagdo a 20°C. Ao atingir a D.Ogyp = 0,9 foi
adicionado 0,5 ml de IPTG 1mol/ml para induzir a expressdo da proteina
recombinante. Apds 2 horas e 30 minutos o meio foi centrifugado durante 10
minutos a 4.000 rpm em centrifuga sorvall (Sorvall, super T21). O precipitado de
bactérias foi lisado com 0,25% de lisozima em 100ml de PBS 0,15 M pH 8.4. As
células induzidas com IPTG foram extensivamente sonicadas por 3 ciclos de 10
minutos a 4°C (Ultrasonic Cleaner, Unique), com idas ao voértex nos intervalos, a
partir dai o lisado celular foi centrifugado a 7.000 rpm por 10 minutos em
centrifuga sorvall (Sorvall, super T21). O sobrenadante obtido foi estocado para

ser utilizado nas etapas posteriores de purificacao.

3.10 - @urifica¢do das proteinas GST/pb40r e GST

Para a purificagdo os sobrenadantes obtidos nos itens 3.8 e 3.9 foram

aplicados, individualmente, em uma coluna contendo 1ml de glutathiona-
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sepharose (Glutathione Sepharose™ 4B, Amersham Biosciences, Uppsala,
Sweden) previamente lavada 3x com PBS 0,15M pH 7.2. A GST apresenta
afinidade pela coluna de glutathiona-sepharose e liga-se a ela. Para que a GST
fosse liberada da coluna foi utilizado o tampao de elui¢cao Tris-HCI 50 mM, pH 8.0
com glutationa reduzida. A glutationa compete com a GST pelo sitio de ligacéo na
glutathiona-sepharose. As amostras recolhidas destas passagens foram
submetidas ao ensaio eletroforético para a confirmagao da presenca de GST e de

GST/pb40r.

3.11 - Purificacdo da proteina clivada, pb40r

Para a purificagao da proteina clivada o sobrenadante obtido no item 3.9 foi
aplicado em uma coluna contendo 1ml de glutathione-sepharose 4B previamente
lavada 3x com PBS 0,15M pH 7.2. Apds a passagem a coluna foi lavada 4x com
PBS 0,15M pH 7.2 e incubada com 50 unidades de trombina humana (Human
trombin, usb, Cleveland, Ohio, USA) por 16 horas. Apds esse periodo a proteina
foi coletada, a resina foi lavada por mais duas vezes com PBS 0,15M pH 7.2 e
entdo a GST foi eluida utilizando-se o tampéao de eluigao Tris-HCI 50 mM, pH 8.0
com glutationa reduzida. As amostras recolhidas destas passagens foram
submetidas ao ensaio eletroforético para a confirmacao da presenga de pb40r no

material obtido nas lavagens e de GST no material obtido nas elui¢des.

39



METODOLOGIA

3.12 - Dosagem Protéica pelo Método de Bradford

A dosagem das proteinas foi realizada pelo método de Bradford (Bradford,
1976). Este método baseia-se na coloracdo diferencial de proteinas em
concentracdes variadas e leitura em espectofotdmetro. As amostras de 20ul em
diferentes diluicbes foram distribuidas em duplicata em placas de 96 pocos e
180yl de reagente de Bradford (Coomassie Brilliant Blue G-250, 0,1% em solugao
aquosa contendo etanol 5% e &acido fosforico 10%, filtrado em papel de filtro
numero 1) foram adicionados a elas. A leitura das amostras foi realizada em
espectofotdbmetro (EIx800, Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, Vermont, USA) no
modo Absorbancia sg5nm, € 0s valores obtidos comparados com uma curva padrao
de BSA 0,25ug; 0,5ug; 1,0ug e 1,5ug; conforme a formula: [ ] proteina = Abs x Fc
x Fd x Cv. No qual:

- Abs: média das leituras das amostras em duplicata

- Fc: fator de conversdo = concentragao de proteina para cada ponto da curva
de BSA.

- Fd: fator de diluicao

- Cyv: fator de correcédo de volume para obter-se a concentragdo em pg/mL.

3.13 - Eletroforese em gel de Poliacrilamida - SDS/PAGE

A analise eletroforética de proteinas foi realizada em géis de poliacrilamida
com SDS, como descrita por Laemmli (1970), no sistema da Bio Rad. As proteinas
foram fervidas por 5 min em tampao da amostra (Tris-HCI 0,065 M, pH 6.8, SDS

2%, B-mercaptoetanol 2%, glicerol 10% e azul de bromofenol 0,002%), e

40



METODOLOGIA

separadas em gel contendo poliacrilamida (10%), bis-acrilamida (0,26%) e SDS
(0,1%), em Tris-HCI 0,375 M, pH 8.8. O gel de concentragao foi constituido de
poliacrilamida (3%), bis-acrilamida (3%) e SDS (0,1%), em Tris-HCI 0,125 M pH
6.8. Os géis de separacado e concentracdo foram polimerizados na presenga de
persulfato de aménio (0,1%) e TEMED (1:2.000, v/v). A separacao foi feita em
tampao de corrida constituido de Tris (0,025 M), glicina (0,192 M) e SDS (0,1%),
pH 8.3 em uma voltagem constante de 80 V. Apds a eletroforese, os géis foram
corados pelo azul de Coomassie, ou entdo transferidos para membrana de
nitrocelulose.

Coloracao do gel:

- Azul de Coomassie

O gel foi incubado por duas horas em solugdo 15% metanol, 7% acido
aceético e 0,5% “Coomassie Brilliant Blue” R250. A seguir a solugédo 10% metanol
5% acido acético foi utilizada para a remogao do excesso de corante. O gel foi

entao fotografado.

3.14 — Obtengdo dos soros

3.14.1- Soros de camundongos imunizados

Grupos de camundongos BALB/c machos com idade de 6-8 semanas foram
imunizados com diferentes antigenos (GST e GST/pb40r) de acordo com o
protocolo a seguir. 50 ug de cada antigeno foi emulsificado com adjuvante
composto de 1mg de AI(OH)s;, suspenséo oral, e 200 ug de Corynebacterium

parvum (Corymunum; Fundagao Ataulpho de Paiva — RJ), e foi inoculado em cada
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camundongo em um volume final de 100 ul. Os camundongos receberam trés
imunizagdes. As duas primeiras foram aplicadas na regido subcutanea e a terceira
na regiao peritonial, em intervalos de 15 dias. As Amostras de sangue foram
colhidas antes das imunizagdes e apds cada imunizagao para analise dos indices
de reatividade dos anticorpos presentes no soro. Os soros obtidos a partir do
sangue coletado foram submetidos aos ensaios imonoenzimaticos de ELISA e
Western Blot. Controles foram imunizados somente com adjuvante.

Os grupos foram divididos, conforme descrito a seguir:
1- grupo controle ndo imunizado e nao infectado.
2- grupo inoculado com adjuvante (200ug de bactérias Corynebacterium parvum e
1mg de hidroxido de aluminio [AI(OH)3]).
3- grupo imunizado com GST + adjuvante.

4- grupo imunizado com GST/pb40r + adjuvante.

3.14.2- Soros de camundongos infectados

Camundongos BALB/c, machos com idade de 6-8 semanas, foram
inoculados pela via intratraqueal, com 1x10° leveduras viaveis por animal da cepa
virulenta Pb18 de P. brasiliensis. Os animais foram anestesiados com uma
solugao composta de 20% de xilazina (Dopaser solugéo injetavel, Laboratério
Calier do Brasil LTDA, SP), 20% de quetamina (Dopalen injetavel, Vetbrands, SP)
e 60% de PBS. Os animais foram entdo submetidos a uma cirurgia simples, na
qual era feita uma pequena incisdo na pele da regido ventral superior do animal a

fim de expor a traquéia. A partir dai foi injetado um volume maximo de 50ul da
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preparacao do fungo, diretamente na traquéia do animal, com o auxilio de uma
seringa de 1ml. Finalmente, o corte foi suturado.

Com a finalidade de acompanhar os niveis de anticorpos IgG, IgG1 e IgG2a
especificos produzidos pelos camundongos antes e apds a infecgao foram
coletadas amostras de sangue de trés camundongos de cada grupo 15, 30 e 60
dias apdés a infeccdo. Amostras de sangue de camundongos controle, nao
infectados, também foram coletadas nos mesmos intervalos. As amostras de soro
obtidas a partir do sangue coletado foram submetidas ao ensaio imunoenzimatico
de ELISA.

Os experimentos realizados com camundongos foram aprovados pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA) da UFMG, protocolo

numero: 24/2006, e a folha de aprovacao encontra-se em anexo. (Anexo1)

3.14.3- Obtencao dos soros humanos

Para a realizacédo de ensaios de ELISA foram utilizados soros de pacientes
infectados com P. brasiliensis, soros de individuos sem infecgao aparente e soros
de pacientes com infec¢des diversas: ancilostomose, amebiase, leishmaniose,
malaria, tricuriase, doenga de chagas, ascaridiase, teniase e tuberculose. Todos
os soros humanos utilizados no presente estudo ja se encontravam disponiveis
em nosso laboratério, provenientes de outros projetos de pesquisa aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (COEP), processo nimero: 25/03 (Anexo
2). Esses soros foram fornecidos pelo Centro de Treinamento e Referéncia em

Doencas Infecto-Parasitarias (CTR-DIP) do Hospital das Clinicas da UFMG.
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Os soros utilizados nos estudos de pesquisa foram separados nos
seguintes grupos experimentais:
* Controle (individuos que ndo apresentavam nenhuma infeccdo aparente)
* PCM (pacientes com PCM sem tratamento)
* PCM -T (pacientes com PCM em tratamento)
* PCM - R (pacientes com recidiva da PCM)
* PCM - C (pacientes com PCM cerebral)
* Ancilostomose (pacientes com ancilostomose)
* Amebiase (pacientes com amebiase)
* Doenca de Chagas (pacientes com doenga de Chagas)
* Malaria (pacientes com malaria)
* Leishmaniose (pacientes com leishmaniose)
* Tuberculose (pacientes com tuberculose)
* Tricuriase (pacientes com tricuriase)
* Ascaridiase (pacientes com ascaridiase)
* Teniase (pacientes com teniase)
A tabela 1 determina o numero de individuos dentro de cada grupo de

estudo.
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Tabela 1. Classificacdo dos grupos de individuos doadores quanto a infecgao

diagnosticada.

Grupos Numero de individuos
Controle 16
PCM 19
PCM-T 35
PCM-R 13
PCM-C 5
Ancilostomose 5
Amebiase 5
Doenca de chagas 6
Malaria 10
Leishmaniose 10
Tuberculose 12
Tricuriase 5
Ascaridiase 5
Teniase 3

3.15 - Eletrotransferéncia de proteinas — “ Western Blot ”

Segundo técnica adaptada a partir de Towbin e colaboradores (1979), apés
a corrida eletroforética das proteinas de interesse, o gel foi colocado sobre
membrana de nitrocelulose (Bio Agency, Sao Paulo, S.P., Brasil), ambos
embebidos em tampao Tris 0,025 M, glicina 0,192 M e metanol 20%, pH 8.3. O
sistema foi colocado em cuba especifica para eletrotransferéncia sendo submetido
a voltagem constante de 100V durante 1 hora em banho de gelo. Apos ser retirada
do sistema, a membrana foi bloqueada por 1 hora em PBS 0,15 M contendo 1,6%
de caseina. Apds 3 lavagens com tampao PBS Tween 0,005M, a membrana foi

incubada por 1hora com anticorpos especificos (soro de camundongos), diluidos

45



METODOLOGIA

em PBS 0,15 M contendo 0,25% de caseina. Apds 1 hora de incubagdo com
anticorpo anti-imunoglobina acoplado a peroxidase (conjugado) (Anti-mouse 1gG —
whole molecule — peroxidase conjugate, Sigma, Saint Louis, Missouri, USA) na
diluicdo de 1:10.000, a membrana foi revelada em tampao contendo
3,3’aminobenzidina (DAB) 600ug/ml, cloreto de niquel 10ul/ml e HyO2 1ul/ml,
diluidos em 20 ml de PBS 0,15M. A reacéao foi interrompida com agua deionizada.

A membrana foi posteriormente fotografada.

3.16 - ELISA

3.16.1- ELISA com soro de camundongos

Conforme técnica descrita por Lunde e colaboradores (1979), placas de
microtitulacdo MaxiSorp™ Surface (NUNC™ Brand Products, Rochester, NY,
USA) contendo 96 pogos foram sensibilizadas com 1ug/100ul de antigeno soluvel
em tampao carbonato/bicarbonato 0,05M pH 9.6 durante 16 horas & 4'C. Em
seguida, as placas foram lavadas 5 vezes com tampao PBS 0,05M/ Tween 0,5%
e bloqueadas através da incubagao durante 1 hora com 150ul de solucédo de PBS
0,15M/ caseina 1,6% . Apds o bloqueio, as placas foram novamente lavadas por 5
vezes, e posteriormente foram adicionados nos pocos, 100ul das diluicbes dos
soros obtidos de camundongos pré-imunes, imunizados com GST, com adjuvante
ou com GST/pb40r. O periodo de incubacdo com os soros foi de 1 hora, e em
seguida as placas foram lavadas por 10 vezes para posterior adicdo de 100ul do
anticorpo secundario marcado com a enzima peroxidase na diluicado 1:5.000, no

caso do anti-lgG (Anti-mouse IgG — whole molecule — peroxidase conjugate,
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Sigma, Saint Louis, Missouri, USA) e de 1:4.000 no caso do anti-lgG1 (Goat anti-
mouse IgG1 peroxidase conjugate, Southern Biotechnology Associates, Inc.,
Birmingham, AL, USA)e do anti-lgG2a (Goat anti-mouse IgG2a peroxidase
conjugate, Southern Biotechnology Associates, Inc., Birmingham, AL, USA), cujo
tempo de incubacao também foi equivalente a 1 hora. Para a revelagao, apds a
lavagem das placas foram adicionados 100 pl da solucédo reveladora contendo
4mg de ortofenilenodiamino (OPD) e 2ul de H,O, 30v/v em 10ml de tampao citrato
pH 5.0. As revelagbes foram interrompidas apds 10 minutos com 20ul de H,SO4
diluido 20 vezes.

A leitura dos resultados foi realizada no aparelho leitor de ELISA (EIx800,
Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, Vermont, USA) utilizando o filtro de 490nm.
Todos os ensaios realizados foram acompanhados de controles sem antigenos,

sem soros e apenas com o conjugado.

3.16.2- ELISA com soro humano

Conforme técnica descrita por Lunde e colaboradores (1979), placas de
microtitulacdo MaxiSorp™ Surface (NUNC™ Brand Products, Rochester, NY,
USA) contendo 96 pocos foram sensibilizadas com 0,250ug/100ul de antigeno
solivel em tampao carbonato/bicarbonato 0,05M pH 9.6 durante 1 hora a 37°C.
Em seguida, as placas foram lavadas 5 vezes com agua deionizada e bloqueadas
através da incubacgao durante 1 hora com 150ul de solugao de BSA 1%.

Apos o bloqueio, as placas foram novamente lavadas por 5 vezes, e
posteriormente foram adicionados nos pogos, 100ul das diluicbes dos soros de

pacientes com PCM, individuos controle (sem infeccao aparente) ou individuos
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com outras doencgas. O periodo de incubagdo com os soros foi de 1 hora, e em
seguida as placas foram lavadas por 10 vezes para posterior adicdo de 100ul do
anticorpo secundario marcado com a enzima peroxidase (Anti-human IgG — y-
chain specific— peroxidase conjugate, Sigma, Saint Louis, Missouri, USA) na
diluicdo de 1:10.000, cujo tempo de incubacdo também foi equivalente a 1 hora.
Para a revelagao, apds a lavagem das placas foram adicionados 100 pl da solugao
reveladora contendo 4mg de ortofenilenodiamino (OPD) e 2ul de H,O, 30v/v em
10mL de tampao citrato pH 5.0. As revelagdes foram interrompidas apés 10
minutos com 20ul de H,SOy4 diluido 20 vezes.

A leitura dos resultados foi realizada no aparelho leitor de ELISA (EIx800,
Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, Vermont, USA) utilizando o filtro de 490nm.
Todos os ensaios realizados foram acompanhados de controles sem antigenos,

sem soros e apenas com o conjugado.

3.17 — Andlises Estatisticas dos Dados

Os dados foram analisados usando o programa estatistico "one way
ANOVA” (analise de variancia) com o teste posterior de Bonferroni que compara
todos os grupos, em pares, entre si. Quando foram comparados apenas dois
grupos, em tempos diferentes, os dados foram analisados usando o programa
estatistico “two way ANOVA”, com o teste posterior de Bonferroni. Todas as
analises foram realizadas utilizando o programa Prism 3.0 (Graph Pad, CA, USA).

A diferenca entre os dados foi considerada significativa quando P<0,05.
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RESULTADOS

4.1- Amplificacdo da Sequéncia Génica da pb40r

Um clone de E.coli XLOLR, portador do vetor pBluescript, foi selecionado
por conter a sequéncia génica da proteina de aproximadamente 40 kDa de P.
brasiliensis, identificada como reativa a soro de pacientes com PCM por Goes e
colaboradores (2005). A PCR, utilizando os iniciadores da sequéncia da pb40r,
resultou na amplificagdo da sequéncia de 1134pb, como demonstrado no ensaio

eletroforético (Fig.3).

2072 —»|
1500 —»

1134 —>»

600 —»

Figura 3: Gel de agarose 1%, mostrando a amplificagcdo da sequéncia de 1134 pb
correspondente ao gene da proteina pb40r de P. brasiliensis. Observa-se o padrdao de 100

pares de base (1), controle negativo (2) e produto da PCR realizada com o plasmideo pBlueScript

3).
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4.2- Transformagdo das Bactérias E.coli BL-21 com o plasmideo
PGEXAT-3/pb40r

O plasmideo pGEX4-T3 e a sequéncia amplificada da pb40Or foram
digeridos com as enzimas NOT | e Sal |, para posterior ligacao.

ApOs a reagao de ligacao, bactérias E.coli BL-21 foram transformadas com
o plasmideo recombinante pGEX4T-3, por choque térmico, e plaqueadas em meio
seletivo com ampicilina. Para certificar a presenga da sequéncia génica da pb40r
de P. brasliensis nos clones que se desenvolveram, foi realizado o ensaio de PCR
das colbnias, utilizando os iniciadores do pGEX4T-3, que amplificam um
fragmento de sua sequéncia em conjunto com o gene de interesse, 0 que aumenta
em alguns pares de bases o tamanho do inserto observado. A analise
eletroforética (Fig. 4) demonstrou que 3 clones apresentavam o gene de interesse

(canaletas 2,3 € 5,).
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pb

2072 —»
1500 —»

600 —»

100 —»

Figura 4: Gel de agarose 1%, com os perfis obtidos da amplificagdo por PCR da seqiiéncia
de aproximadamente 1500pb das amostras de bactérias E.coli BL-21 transformadas com o
plasmideo recombinante pGEX4-T3. Observamos o padrdao de 100pb (1), a amplificagao das
sequéncias de aproximadamente 1500pb referentes a pb40r e a um fragmento da sequéncia do
plasmideo também amplificado com seus iniciadores (2,3 e 5), resultado negativo do PCR de

coldnia, onde nao houve a amplificagdo da sequéncia de interesse (4).

O sequenciamento do gene de interesse foi realizado para verificar a
sequéncia completa do inserto, assim como para averiguar se havia homologia
entre essa sequéncia e alguma outra depositada em bancos de dados. O
sequenciamento foi realizado através do método de Sanger no NAGE (Nucleo da
Analise Gendmica) da UFMG, utilizando os iniciadores do pGEX4T-3 para a regiao
onde foi inserida a sequéncia de interesse. A sequéncia obtida esta representada
na figura 5. A regido sequenciada foi comparada as sequéncias depositadas no
“‘Nonredundant GenBank” do NCBI empregando-se o programa BLASTx e
demonstrou homologia entre a proteina de interesse e outras depositadas nesse

banco de dados. As sequéncias que apresentaram maior homologia com a
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sequéncia da pb40r foram selecionadas e alinhadas no programa CLUSTALW e a
pesquisa de dominios estruturais e funcionais foi realizada utilizando-se o banco
de dados SMART, que revelou dois motivos mao-EF, representados em destaque
na figura 6. A analise no “GenBank” do NCBI utilizando-se o programa BLASTn
nao apresentou homologia significativa com nenhuma sequéncia depositada

nesse banco de dados.
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ATG GAA AAT GCC TTT CTC GAT AAC TTT TTC GCT GTG GAA TTC CGG CCT TCG CAT
M E N A F L D N F F A v E F R P S H
108

ACT ATT CGC TTT GAT ACA GGA GAA TGG CAG TAC CTG GCA AAC GAG CTG CTG GAC
T I R F D T G E W Q Y L A N E L L D
162

CGT GGG CTT TCT GAA GCC AAC GTC ACG GCT GCA ATT ACA AGG TTC AAC GAG TCT
R G L S E A N Y T A A I T R F N E S
216

GAC GAT TTT GGC GAG GAG CTA AGG CGC CGG AGA CGG AAT GGC GAG TCA ATA CGC
D D F G E E L R R R R R N G E S I R
270

TTG ACG GGG CCT GGA ACA AGC CTC CTC AAC CCC ACG GAT CCA CCG CCG CCA GCG
L T G P G T S L L N P T D P P P P A
324

GTA CCA GCT CCT GAG CAA GCG GAC ACC TTG GAT GAT CAG AGC ATT TTT TCG TGG
Y P A P E Q A D T L D D 0] S I F S W
378

AGA GAC GGA AAT GAC GAT GGC GCC CCA ACC CGC GAA GGA CAG AAT TTG CTG AAT
R D G N D D G A P T R E G Q N L L N
432

TTG CTC TAT CAT ATT GCT GAG GAC CAA GCA CGG CGA GAC GGC TAT ATT CAT CGA
L L Y H I A E D Q A R R D G Y I H R
486

GGA GTG ACA TGT AAT AGC TGT GGG GCG ATG CCA ATT CAG GGA GTA AGG TAT CGA
G v T C N S C G A M P I Q G v R Y R
540

TGC GCT AAC TGC ATC GAC TAC GAT CTC TGC GAA ACA TGC GAA GCT ATG CAG GTC
C A N C I D Y D L C E T C E A M Q v
594

CAC ATC AAG ACG CAT CTC TTT TAC AAA GTC CGA ATT CCT GCC CCC TTC CTA GGT
H I K T H L F Y K v R I P A P F L G
648

AAC CCA CGA CAA CCC CAG CCC GTT TGG TAT CCA GGG AAG CCA GCT ATG CTC CCT
N P R Q P Q P v W Y P G K P A M L P
702

CGT AGC CTA CCA CGG AAC CTC GCC AAA AGG CTC ATG AAG GAG ACC AAT TTT GAG
R S L P R N L A K R L M K E T N F E
756

AAT ACA GAG CTG GAT GCG TTG TGG GAT CAG TTC CGA TGT CTA GCA AAT GTC GAA
N T E L D A L W D Q F R C L A N v E
810

TGG GTT AAT GAT CCC AAT AAG CTA AAT ATG GCA ATC GAC CGC AAG ACA TTT GAC
W v N D P N K L N M A I D R K T F D
864

CGA TGC TTT GTA CCA AAT ACC TCA ATC CGG CCT CCA CCC CCG AGT CTT ATA TAT
R C F v P N T S I R P P P P S L I Y
918

GAC CGA ATG TTT TCG TTC TAC GAT ACG AAT GGA GAT AAT TTG ATC GGG TTC GAA
D R M F S F Y D T N G D N L I G F E
972

GAG TTT TTA AAA GGG TTA GCA AGT TTC AGT AAT AAA AGT GTT CAT GAG AGA CTG
E F L K G L A S F S N K S v H E R L
1026

AGG CGT ATA TTT GAG GGT TAC GAT ATT GAT AGA GAT GGT TAC GTG GAA AGG AAG
R R I F E G Y D I D R D G Y \Y E R K
1080

GAT TTT CTT CGA ATA TTT AGG GCT TAC TAC ACT CTG AGC AGA GAG TTG ACT AGG
D F L R I F R A Y Y T L S R E L T R
1134

GAT ATG GTA GCT GGG ATG GAA GAT GAT TTC TTG GAG GGT GGC TCG TGC CGA ATT
D M v A G M E D D F L E G G S C R I

Figura 5: Sequéncia nucleotidica e de aminoacidos do inserto da pb40r. Sequéncia
nucleotidica, em vermelho, e seqiéncia deduzida dos aminoacidos (representados por uma Unica
letra), em verde, da pb40r. O numero de bases encontra-se a direita.
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Figura 6: Alinhamento da sequéncia de aminoacidos da proteina pb40r de P. brasiliensis
com as sequéncias correspondentes a EF-HAND domain protein de Neosartorya fischeri

(nimero de acesso: XP_001257850) e de Aspergillus clavatus (nimero de acesso:

XP_001267883) através do ClustalW (1.82) Sequence Alignment. Em cinza destacam-se os

Wk

dois motivos mao-EF, preditos no banco de dados SMART. ,

“,n

residuos idénticos, “”,

“w

., substituicdo semi-conservativa;

residuo inexistente; ,

substituicdo conservativa; sem

consenso.

4. 3 - Expressdo da proteina recombinante GST/pb40r

Os clones de E.coli transformados com o plasmideo pGEX4T-3 e os clones
transformados com o pGEX4T-3/pb40r, cresceram em meio liquido até atingir a

D.Og00 =0.5 e foram induzidos com IPTG para a expressao protéica.
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A miniexpressao foi realizada com o objetivo de verificar se os clones
transformados com o plasmideo recombiante eram capazes de expressar a
proteina de interesse. O perfil das proteinas bacterianas (Fig. 7) demonstrou que
os clones nao induzidos com IPTG mantiveram a producao basal de GST e foram
incapazes de produzir a proteina GST/pb40r (canaletas 2,3 e 4) durante as 4
horas de indugao. Apds 2 horas de indugao, os clones produziram GST (canaleta
5) e GST/pb40r (canaletas 6 e 7). A expressao protéica foi maior apds 4 horas de
inducdo para o clone capaz de expressar GST (canaleta 8) e os clones que

expressam GST/pb40r (canaletas 9,10).

kDa
190,586
125,446

82,240 »

40,390 » .

31,335 »
16,873 »

7,121 > =

Figura 7: Gel de SDS-PAGE 10% corado por azul de Comassie, do perfil de expressao da
GST/pb40r e da GST. Aliquotas de 25 ul de cada preparagao bacteriana foram separadas em gel
de poliacrilamida 10%, sob condicbes redutoras e posteriormente foram coradas por azul de
Comassie. Peso molecular (1); clones nao induzidos com IPTG (2,3,4); extrato de E.col
transformadas com pGEX4T-3 apés 2 (5) e 4 horas de expressado (8); extrato de E.col
transformadas com o pGEX4T-3 contendo o inserto da pb40r apds 2 (6,7) e 4 horas de expressao

(9,10).
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Com o objetivo de verificar a solubilidade da proteina recombinante
produzida, pb40r, os clones de E. coli positivos foram cultivados em meio liquido
até atingir a D.Ogpo =0.5 € induzidos com IPTG para a expressao protéica. Apos 4
horas de expressao as bactérias foram lisadas e centrifugadas para verificar se a
proteina de interesse encontrava-se no sedimento ou no sobrenadante. As
amostras obtidas foram submetidas a um ensaio eletroforético em gel SDS-PAGE
10% (Fig. 8). O resultado obtido demonstrou que a proteina de interesse, pb40r,
encontrava-se preferencialmente no sedimento, indicando um acumulo da mesma
em corpos de inclusdo, o que demandaria um tratamento especial para sua
purificacdo, uma vez que, para proceder a purificacdo em coluna de afinidade para
GST é necessario que a proteina esteja soluvel. Um clone contendo o plasmideo
pGEX4T-3 sem inducado foi submetido ao mesmo procedimento e foi utilizado

como controle negativo.
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Figura 8: Gel de SDS-PAGE 10% corado por azul de Comassie, do perfil do sedimento e do
sobrenadante da expressdao da GST/pb40r. Aliquotas de 25 ul de cada preparagao bacteriana
foram separadas em gel de poliacrilamida 10%, sob condi¢des redutoras e posteriormente foram
coradas por azul de Comassie. Peso molecular (1), sobrenadante da lise do pGEX4T-3 sem
indugao (2), sobrenadante da expressao de GST/pb40r (3, 4, 5), sedimento da lise do pGEX4T-3

sem indugao (6) e sedimento da expressao de GST/pb40r (7, 8, 9).

4.4 - Purifica¢do da Proteina Recombinante GST/pb40r

Uma vez detectada a proteina no sedimento da cultura, varios testes foram
realizados em busca da melhor estratégia para solubilizacdo da mesma. A
proteina fusionada foi purificada utilizando-se glutathiona-sepharose. O produto
eluido apresentou-se, em seu perfil eletroforético,como uma proteina com massa

molecular aparente de 67kDa (Fig. 9).

58



RESULTADOS

Bactérias transformadas com o plasmideo pGEX4T-3 sem inserto,
produziram a proteina GST soluvel, que também foi purificada com a utilizagdo da
glutathiona-sepharose. O produto eluido apresentou em seu perfil eletroforético

uma proteina de aproximadamente 27kDa de massa molecular (Fig. 10).
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Figura 9: Gel de SDS-PAGE 10% corado por azul de Comassie, com os perfis resultantes de
varias purificagoes da proteina recombinante GST/pb40r. Aliquotas de 20 ul de cada preparagao
antigénica foram separadas em gel de poliacrilamida 10%, sob condi¢cdes redutoras e posteriormente

foram coradas por azul de Comassie. Peso molecular (1); Purificagbes (2-6).
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kDa 1 2

247,00 »
127,00 p
Figura 10: Gel de SDS-PAGE 10% corado por Azul de
83,00 % Comassie, com o perfil resultante da purificagao da
43,00 » proteina recombinante GST. Uma aliquota de 1 ug da
preparagao antigénica foi separada em gel de poliacrilamida
10%, sob condi¢bes redutoras e posteriormente foi corada por
27,00 » azul de Comassie. Peso molecular (1); GST purificada (2).

4.5 - Purifica¢do da Proteina Recombinante clivada pb40r

A proteina recombinante GST/pb40r foi clivada com éxito pela trombina,
sendo que o material coletado apds a clivagem apresentou-se puro, porém, o
rendimento foi muito baixo. Apds varias purificacbes o material pos-clivagem foi
liofiizado e dialisado, apresentando-se em seu perfil eletroforético como uma
proteina de aproximadamente 40kDa (Fig. 11). Apdés a coleta da proteina
recombinante clivada, a GST que permaneceu ligada a coluna foi eluida. Apods
varias purificagdes o material foi liofilizado e dialisado apresentando-se em seu

perfil eletroforético como uma proteina de aproximadamente 27kDa (Fig. 11).
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Figura 11: Gel de SDS-PAGE 10% corado por azul de Comassie, com os perfis resultantes
da clivagem da proteina recombinante GST/pb40r. Aliquotas de 2 ug de cada preparagao
antigénica foram separadas em gel de poliacrilamida 10%, sob condi¢cdes redutoras e
posteriormente foram coradas por azul de Comassie. Peso molecular (1); pb40r clivada (2), GST

clivada (3).

Uma vez que a proteina pb40r apresenta um peso molecular muito
semelhante ao da trombina, 40kDa e 37 kDa, respectivamente, foi realizada uma
reacdo de Western Blot, com soro de camundongo imunizado com a proteina
fusionada GST/pb40r e soro de camundongo ndo imunizado, que confirmou a

presenca da proteina pb40r (Fig. 12).
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Figura 12: Ensaio de Western Blot confirmando a presengca da proteina pb40r.
Experimento realizado com soro de camundongo imunizado com a proteina fusionada
GST/pb40r e de camundongo nao imunizado na diluicdo de 1/400. O anticorpo Anti-y chain de
IgG de camundongo conjugado a peroxidase foi utilizado, na diluigao de 1/10.000, como
anticorpo secundario no experimento realizado. O resultado mostra a proteina pb40r

evidenciada pelo soro do camundongo imunizado.

4.6 — Reatividade de Anticorpos

4.6.1 - Reatividade dos anticorpos presentes nos soros de camundongos
Com o objetivo de avaliar se houve producdo de anticorpos do tipo IgG
contra os antigenos utilizados nas imunizagdes e titular o nivel dos mesmos, os
soros dos camundongos pré-imune e apos a 32 imunizacao foram testados em
ensaios imunoenzimaticos (ELISA) em diluicdes que variaram de 1/50 a 1/1600.

Os resultados foram expressos pelo calculo da média de reagao dos soros de trés
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camundongos por grupo. Os testes revelaram que os soros obtidos de
camundongos imunizados com GST/pb40r + adjuvante foram capazes de
reconhecer a proteina GST/pb40r pura, apés a 32 imunizagdo, 0 mesmo nao
ocorrendo com o soro dos camundongos pré-imune do mesmo grupo. O grupo de
camundongos imunizados com a GST também foi capaz de reconhecer a
GST/pb40r pura, apés a 32 imunizagdo, o que nao aconteceu com o soro dos
camundongos pré-imune do mesmo grupo. Os demais grupos (Adjuvante e
Controle) nao foram capazes de reconhecer a GST/pb40r pura. A reatividade dos
soros dos camundongos imunizados com GST/pb40r e dos imunizados com GST

foi significativa em relagcéo ao controle (P<0.001) (Grafico 1).
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Grafico 1: Representagao grafica da reatividade dos soros de camundongos BALB/c frente a
proteina GST/pb40r pura. Os resultados foram expressos em densidade optica a 490 nm, da
concentracado de IgG total. As siglas utilizadas correspondem as curvas de resposta imunolégica
dos grupos antes da imunizagao (pré) e apos a 3% imunizagao (3 im.). A curva de titulagao realizada
com soros pré-imune e apds a 3° imunizagdo, demonstrou que os soros dos camundongos
imunizados com GST/pb40r e com a GST reagem com GST/pb40r. Nas mesmas condigbes os
soros pré-imunes, assim como os do grupo controle e adjuvante nao reagiram. A reatividade apds a

3% imunizacdo com GST/pb40r e com GST foi significativa em relagéo ao controle (P< 0.001).
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Resultado semelhante foi obtido nas reagdes de ELISA realizadas com os

mesmos soros, nas mesmas diluicdes, porém frente a GST pura (Grafico 2).
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Grafico 2: Representagao grafica da reatividade dos soros de camundongos BALB/c frente a
proteina GST pura. Os resultados foram expressos em densidade optica a 490 nm, da
concentracdo de IgG total. As siglas utilizadas correspondem as curvas de resposta imunolégica
dos grupos antes da imunizagao (pré) e apds a 3% imunizagao (3 im.). A curva de titulagao realizada
com soros pré-imune e apds a 3° imunizacdo, demonstrou que os soros dos camundongos
imunizados com GST/pb40r e com a GST reagem com GST/pb40r. Nas mesmas condigbes os
soros pré-imunes, assim como os do grupo controle e o adjuvante nao reagiram. A reatividade apds

a 3% imunizagdo com GST/pb40r e com GST foi significativa em relagdo ao controle (P< 0.001).

Estes resultados demonstraram que houve a producado de anticorpos IgG
especificos apds as imunizagdes com as proteinas GST/pb40r e com a GST,
demonstrando a imunogenicidade das mesmas.

Porém, os camundongos imunizados com GST/pb40r apresentaram uma

alta reatividade frente a GST pura nas reacdes de ELISA acima representadas,
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além disso o grupo imunizado com GST pura também apresentou uma alta taxa
de anticorpos IgG contra a GST/pb40r. Devido a essa alta reatividade foi realizada
outra reagcdao de ELISA com a proteina pb40r, com o objetivo de validar a
imunogenicidade da mesma, e demonstrar que também foram produzidos

anticorpos especificos para essa proteina e nao apenas para a GST (Grafico 3).
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Grafico 3: Representagcao grafica das respostas de IgG total contra pb40r. Os resultados
foram expressos em densidade 6ptica a 490 nm, da concentragao de IgG total. As siglas utilizadas
correspondem as curvas de resposta imunoldgica dos grupos antes da imunizagdo (pré-imune),
apods a 128, 22 e 32 imunizagao (1, 2 e 3 imunizagao). A resposta observada apds a 32 imunizagao foi

significativa em relagéo ao controle pré-imune (P<0.001).

Estes resultados demonstraram que houve a producao de anticorpos IgG
especificos pra pb40r apdés as imunizagcbes com a proteina GST/pb40r,
demonstrando a imunogenicidade da mesma. O aumento do titulo de anticorpos

apés a 2  imunizagdo indica que houve uma resposta imune secundaria.
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Baseando-se nos resultados obtidos nesse grafico e nos anteriores e em dados da
literatura, a diluicdo 1/400 foi escolhida para uso nos experimentos de ELISA
futuros, que envolvem soros de camundongos.

ApoOs esse resultado foi realizado um teste de ELISA para verificar se o soro
de camundongos infectados com P. brasiliensis produz anticorpos IgG contra a
proteina pb40r. Para esse fim, apds a sensibilizacdo da placa com a pb40r, a
mesma foi incubada com soros de camundongos infectados com o fungo 15, 30 e
60 dias apds a infeccdo e com soros de camundongos normais nos mesmos
intervalos (Grafico 4). Os resultados foram expressos pelo calculo da média de
reagcao dos soros de trés camundongos por grupo, em cada ponto. O resultado
observado no grafico demonstra que o soro de camundongos infectados com o
fungo produz anticorpos contra a pb40r, a partir de 30 dias apds a infecgdo. A
resposta observada 30 e 60 dias apds a infeccéo foi significativa em relagao ao

controle (P<0.05 e P<0.01, respectivamente).
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Grafico 4: Representacdo grafica da reatividade dos soros de camundongos BALB/c
infectados com P. brasiliensis frente a proteina pb40r pura. Os resultados foram expressos em
densidade 6ptica a 490 nm, da concentragédo de IgG total. As respostas observadas 30 e 60 dias
apds a infecgdo foram significativas em relagdo ao controle néo infectado (P<0.05 e P<0.01,

respectivamente).

Sendo a proteina pb40r uma proteina imunogénica, capaz de estimular a
producao de anticorpos IgG em camundongos imunizados com a mesma, além de
ser uma proteina reconhecida pelo soro de animais infectados, foram realizados
testes de ELISA para verificar se havia diferengas no perfil da producado de
anticorpos dos isotipos de IgG (IgG1 e IgG2a) durante as imunizacgdes e durante a
infeccao. Para a realizagcado dessas reacdes de ELISA, placas sensibilizadas com a
pb40r, foram incubadas com soro de camundongos BALB/c imunizados com
GST/pb40r, antes da imunizagao e apos a 1?2, 22 e 32 imunizagoes (Grafico 5), ou
entdo com soro de camundongos BALB/c infectados com P. brasiliensis, e soro de

camundongos néao infectados (Grafico 6). Os resultados foram expressos pelo
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calculo da média de reacédo dos soros de trés camundongos por grupo, em cada

ponto.
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Grafico 5: Representacao grafica das respostas de IgG1 e IgG2a contra pb40r em
camundongos imunizados. Os resultados foram expressos em densidade 6ptica a 490 nm, da
concentragdo de IgG1 e IgG2a. As siglas utilizadas correspondem a: soro apdés a 18 22 e 32
imunizagdes (1, 2, 3). O resultado observado demonstra uma diferenga no perfil da produgao dos
dois isotipos de IgG, onde a resposta para IgG1 é maior do que a resposta para IgG2a, apds a 12
imunizagao.

O resultado observado no grafico 5, demonstra que ha uma diferengca no
perfil da produgao dos dois isotipos de IgG (IgG1 e IgG2a) onde a resposta para
IgG1 é maior do que a resposta para IgG2a, apds a 12 imunizagédo. Mas apos a 22
imunizagao as respostas se igualam, indicando que a producédo de IgG1 ocorre

com maior intensidade do que a de IlgG2a no primeiro contato com o antigeno, ou

seja, possui uma resposta mais precoce.
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Grafico 6: Representagao grafica das respostas de IgG1 e IgG2a contra pb40r em
camundongos infectados. Os resultados foram expressos em densidade 6ptica a 490 nm, da
concentragdo de IgG1 e IgG2a. O resultado observado demonstra uma diferenga no perfil da
produgao dos dois isotipos de IgG, onde a resposta para IgG1 é significativa em relagao ao controle
nao infectado apenas 60 dias apés a infecgdo (P<0.01), enquanto a resposta para IgG2a ja é
significativa em relagdo ao controle 30 dias apds a infecgdo permanecendo significativa apés 60

dias (P<0.001).
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O resultado apresentado no grafico 6 mostra uma diferenga significativa no
perfil da produgdo de anticorpos dos dois isotipos, IgG1 e IgG2a sendo que o
primeiro apresentou um perfil tardio de resposta, além dessa resposta ter sido
significativamente menor do que a do 2° isotipo, que apresentou um perfil de
resposta mais precoce e mais intenso. Comparando-se os graficos 5 e 6, parece
haver uma inversao do perfil predominante de isotipos de IgG, onde na imunizagao
a resposta a IgG1 é mais precoce e intensa do que a resposta a IgG2a; ocorrendo

o inverso na infecgao.

4.6.2 — Reatividade dos anticorpos presentes nos soros de pacientes

A reatividade dos soros de pacientes com PCM frente a pb40r foi avaliada
através de ensaios de ELISA utilizando soros de pacientes com PCM sem
tratamento e soro de individuos controle (dado ndo mostrado). A padronizacao do
ensaio foi obtida a partir da diluicdo que melhor discrimina os grupos testados. As
demais reacgdes de ELISA foram processadas utilizando a diluicdo dos soros de
1:400 como determinado no experimento citado anteriormente. A quantidade de
proteina utilizada para sensibilizar a placa também foi testada em ensaios de
ELISA, sendo que a quantidade escolhida para testes posteriores foi de 0,25
Mg/pocgo. O bloqueio também foi testado e o escolhido foi BSA 1%, devido a menor
incidéncia de reagao cruzada (dados nao mostrados).

Os soros doados pelos pacientes com PCM, por individuos sem infecgao
aparente e pelos pacientes com infecgbes diversas, positivamente testados em
ensaios prévios, foram separados e classificados de acordo com a tabela 1.

O gréfico 7 representa a reatividade de 88 soros, sendo 16 de individuos
sem infecgcdo aparente (Controle), 19 de pacientes com PCM sem tratamento
(PCM), 35 pacientes com PCM em tratamento (PCM-T), 05 de pacientes com
PCM cerebral (PCM-C) e 13 de pacientes com PCM que tiveram recidiva da

doenga (PCM-R). A linha de corte (cut off) indica o valor de separacédo entre um
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resultado negativo (abaixo da linha de corte) e um resultado positivo (acima da
linha de corte).

No grafico 7 é possivel observar a reatividade apresentada por todos os
soros de pacientes com PCM-C e PCM-R. Eles apresentaram reacao a pb40r com
valores de D.O. acima da linha de corte (5/5 e 13/13, respectivamente). Quase
todos os individuos com PCM sem tratamento apresentaram reatividade acima da
linha de corte (18/19). Os individuos com PCM tratados apresentaram média de
reatividade acima da linha de corte, sendo que a maioria ficou em cima da mesma
(29/35). A sensibilidade do ensaio no grafico 7, levando-se em conta o diagndstico
clinico, € de 90,3% (65/72). Quase todos os individuos do grupo controle (13/16)
apresentaram reatividade abaixo da linha de corte, o que confere ao ensaio uma
especificidade de 81,25%. Os valores de predicdo positivos e os valores de
predicdo negativos dos ensaios de ELISA com soros de pacientes com PCM,
PCM-T, PCM-C e PCM-R estao representados na tabela 2.

1.00- = Controle
* » Nao fratado
* » Tratado
* v + PCM cerebral
0.75- o * L
- M * Recidiva
E . . .
o LYY v: + [
3 i ver¥ . *
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. 'vv;' o (]
o it v o
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0.25 - v’
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grupos

Grafico 7 — Representagao grafica da reatividade dos soros de pacientes infectados com

P. brasiliensis e de individuos controle frente a pb40r em ensaios de ELISA. Os resultados
foram expressos em densidade 6ptica a 490 nm, da concentragao de IgG total. O trago indica o
valor médio da reagao do grupo. A linha tracejada indica o ponto de corte do ensaio (média do

grupo controle + 2 desvios padrdes). * indica diferenca estatisticamente significativa (P<0,001).
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Tabela 2. VPP e VPN do ensaio de ELISA com soro de pacientes com PCM com ou sem

tratamento, com recidiva ou PCM cerebral.

ELISA Positivo Negativo Total
Clinico
Positivo 65 7 72
Negativo 3 13 16

VPP (65/72) = 0,9027 (90,27%) VPN (13/16) = 0,8125 (81,25 %)

O valor de predi¢ao positiva (VPP) e o valor de predicdo negativa (VPN)
revelam o quanto um ensaio € sensivel em detectar a infeccdo em pacientes
realmente infectados com o microrganismo em questdo e o quanto ele é
especifico, evitando, assim, reagdes cruzadas. Na tabela 2 estdo representados
os valores de predigao positivos e os valores de predigcdo negativos do ensaio de
ELISA utilizando-se a pb40r, com soros de pacientes com PCM. O VPP e o VPN
possuem valores altos, que atribuem ao ensaio uma boa sensibilidade (90,27%) e
especificidade (81,25%).

Através do grafico 7 também foi possivel observar que o tratamento dos
pacientes com PCM nao promoveu uma diminuicdo dos niveis de IgG anti-pb40r
no soro de 82,8% dos pacientes tratados.

Com o objetivo de avaliar a especificidade do ensaio de ELISA utilizando-se
a pb40r, soros de pacientes com infecgcbes diversas foram testados. Foram
utilizados 71 soros, sendo 5 de individuos sem nenhuma infecgao aparente, como
controle negativo (G1), 5 de pacientes com PCM sem tratamento, como controle
positivo (G2), 5 de pacientes com Tricuriase (G3), 5 de pacientes com
Ancilostomose (G4), 5 de pacientes com Amebiase (G5), 6 de pacientes com
Doenca de Chagas (G6), 10 de pacientes com malaria (G7), 5 de pacientes com
Ascaridiase (G8), 3 de pacientes com Teniase (G9), 12 de pacientes com
Tuberculose (G10) e 10 de pacientes com Leishmaniose (G11). Os resultados

estao representados no grafico 8.

72



RESULTADOS

£
c
o
&
<
o
o

Grafico 8 — Representacao grafica da reatividade a pb40r por soros de pacientes com
infecgoes diversas. Os resultados foram expressos em densidade o6ptica a 490 nm, da
concentracado de IgG total. O trago indica o valor médio da reagcdo do grupo. A linha tracejada
indica o ponto de corte do ensaio (média do grupo controle + 2 desvios padrdes). * e ** indicam

valores estatisticamente significativos (P<0.01 e P<0.001, respectivamente)

G1 = Controle negativo; G2 = Controle positivo; G3 = Tricuriase; G4 = Ancilostomose; G5 = Amebiase; G6 = Doencga de

Chagas; G7 = Malaria; G8 = Ascaridiase; G9 = Teniase; G10 = Tuberculose; G11 = Leishmaniose.

O resultado representado no grafico 8 demonstra que soros de pacientes
com Leishmaniose [G11] apresentaram reatividade a componentes presentes na
pb40r com valores de D.O. acima da linha de corte. Os soros dos demais
pacientes com outras doencgas apresentam reatividade com valores de D.O.
abaixo da linha de corte, com excec¢ao de 1 paciente com Tricuriase [G3] e 1
paciente com Tuberculose [G10] que apresentaram valores de D.O. acima da linha
de corte.

O ensaio de ELISA utilizando a pb40r apresentou uma especificidade de

81,96% (50/61) frente aos soros de pacientes com infec¢des variadas.
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O conhecimento sobre o envolvimento de antigenos em respostas imunes e
em disturbios imunorregulatérios na PCM ¢ incipiente (Taborda et al., 1998).

Os fundamentos moleculares tanto da imunidade experimental quanto da
imunidade humana ao P. brasiliensis sao complexos, sendo imprescindivel,
portanto identificar e caracterizar antigenos relevantes na efetivagao de respostas
imunes protetoras no hospedeiro. Com este intuito, Diniz e colaboladores (2004)
demonstraram que o sistema imune dos hospedeiros murinos imunizados com a
FO, Fll ou Flll comportava-se de modo especifico diante de uma infecgao desafio
com células leveduriformes, onde camundongos imunizados com a FO ou a FlI
estabeleceram respostas protetoras enquanto o oposto foi observado em
camundongos imunizados com a FlIl. Estes apresentaram infecgdo disseminada e
progressiva.

Em seguimento a esse trabalho, Goes e colaboradores (2005) identificaram
componentes da FO, FIl e Flll através da estratégia da produgao de etiquetas de
sequéncias antigénicas (ASTs), que sao segmentos de DNA resultantes do
sequenciamento parcial das extremidades de cDNAs que codificam proteinas
imunogénicas previamente selecionadas de uma biblioteca de expressdo com
anticorpos policlonais, estes, nesse trabalho, provenientes de coelhos imunizados
com as fragdes antigénicas em questdo ou de pacientes com diferentes formas
clinicas de PCM. Sendo que 12 clones encontrados apresentaram homologia com
genes previamente caracterizados em outros fungos, correspondendo a 10 genes
diferentes. Dentre esses clones estava um que expressa uma proteina que
apresentou 35% de identidade e 55% de similaridade com a calcineurina B de

Neurospora crassa, a pb40r.
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A calcineurina € uma proteina ubiqua da familia serina/treonina fosfatase
calcio-dependente, cuja atividade é regulada por calcio (Ca*?) e calmodulina (Klee
et al., 1979). Em concentracdes inferiores a 107 M Ca*?, a calcineurina é um
heterodimero inativo constituido por duas subunidades conservadas: a catalitica
de 58-64 kDa e a regulatéria de 19 kDa, estruturalmente similar a calmodulina
(Klee et al., 1988). Concomitantemente a elevagao da concentragao intracelular de
Ca*®, a calmodulina liga-se a regido C-terminal da subunidade catalitica da
calcineurina ocasionando uma mudanca conformacional reversivel que
disponibiliza o dominio catalitico. Recentemente, estudos apresentaram
evidéncias experimentais de que ao ligar-se a subunidade regulatéria da
calcineurina o Ca*? desempenharia uma funcéo estrutural ao invés de uma fungao
regulatoria (Stemmer & Klee, 1994). Além da ligagdo da calmodulina, a ativagao
da atividade fosfatasica da subunidade catalitica € dependente da interagdo com a
subunidade regulatoria, uma vez que o impedimento da associagao destas duas
subunidades por mutacgdes elimina essa atividade (Milan et al., 1994).

A subunidade regulatéria da calcineurina € constituida por quatro motivos
mao-EF organizados em dois dominios ligados através de uma hélice central
flexivel. Geralmente, proteinas com este motivo sdo reconhecidas através da
homologia entre as alcas que ligam Ca*? (Aitken et al., 1984; Lewit-Bentley et al.,
2000). Sendo que, de fato a pb40r apresentou dois motivos mao-EF.

A importancia da subunidade regulatéria da calcineurina em processos
fisioloégicos de fungos, principalmente os patogénicos, tem sido objeto de diversos
trabalhos. Em S. cerevisae, a subunidade regulatéria da calcineurina esta

envolvida na homeostase de cations, na sintese da parede celular e no ciclo
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reprodutivo. Esta proteina atua em vias de transdugao de sinais que regulam a
diferenciagdo e o desenvolvimento de hifas vegetativas de N. crassa (Kothe &
Free, 1998). Ja em C. neoformans, a subunidade regulatéria da calcineurina é
essencial para o crescimento em temperaturas fisioldégicas, o que implica na
patogenicidade deste fungo (Fox et al., 2001). A subunidade catalitica da
calcineurina é codificada por apenas um gene em S. pombe e, em consequéncia
da delecao deste gene, observa-se anormalidades morfoldgicas, desorganizagao
do processo de citocinese e esterilidade (Yoshida et al., 1994). Como a atividade
da calcineurina depende da subunidade regulatéria em estado funcional, o
comprometimento desta subunidade resultaria, provavelmente, nesses efeitos.
Recentemente, Cruz e colaboradores (2002) demonstraram que a calcineurina
atua em uma via de resposta ao estresse da membrana citoplasmatica,
promovendo a sobrevivéncia de C. albicans.

Outras proteinas que também apresentam motivos méao-EF ja se
mostraram essenciais para P. brasiliensis. Um exemplo € a calmodulina, que
parece participar dos mecanismos envolvidos na conversao do fungo de micélio a
levedura, uma vez que algumas drogas inibitérias da via de sinalizagao
Ca?*/calmodulina inibem essa transicdo (Carvalho et al., 2003).

Devido a grande importancia das proteinas que apresentam motivos méo-
EF em diversos organismos e inclusive em P. brasiliensis, além da pb40r ter sido
encontrada como um componente da FO, essa proteina € uma forte candidata a
estudos imunolégicos. Nesse intuito foi proposto o presente trabalho que tem por
objetivo caracterizar essa proteina, mostrando seu potencial como alvo para

imunodiagnéstico da PCM, uma vez que a mesma parece ser um importante
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componente do fungo, além de ser reconhecida por soros de pacientes. O
diagnodstico de certeza da PCM é dispendioso e trabalhoso, uma vez que ainda é
realizado através da visualizacado direta do fungo em materiais biolégicos, dai a
importancia do desenvolvimento de métodos de imunodiagndstico mais eficientes,
pois a utilizacdo dos mesmos em PCM ainda tem valor limitado.

Para a obtengao da proteina foi utilizada a técnica de recombinagao génica.
Os avancgos da engenharia genética permitem a producdo em larga escala de
fragmentos protéicos de organismos complexos em bactérias a partir da insergao
de plasmideos recombinantes. Esta técnica oferece a vantagem de gerar
antigenos purificados, reduzindo o risco de reagdes cruzadas (Warren, 1986).

A sequéncia génica da proteina de 40kDa de P. brasiliensis foi amplificada
a partir de uma biblioteca de cDNA e clonada. O plasmideo escolhido para a
clonagem foi o pGEX4-T3 que permite a obtencdo da proteina de interesse
fusionada a GST de 27kDa de S .japonicum, o que facilita os processos
posteriores de purificacao.

A andlise de homologia da sequéncia de aminoacidos do fragmento
inserido no plasmideo, ndo apresentou homologia significativa com nenhuma
proteina bem caracterizada, apresentando 74% de identidade e 83% de
similaridade com a proteina “EF hand domain protein” dos fungos Neosartorya
fischeri e Aspergillus clavatus, que assim como a calcineurina e a calmodulina,
apresenta motivos méao-EF de ligagao ao calcio.

A imunogenicidade de antigenos de P. brasiliensis tem sido demonstrada
por diversos pesquisadores (da Silva et al., 1991; Vaz et al., 1992). A reatividade

dos soros dos camundongos imunizados com a proteina recombinante GST/pb40r
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foi analisada através de ensaios imunoenzimaticos utilizando o conjugado para
IgG total. Houve significativa reatividade dos soros dos camundongos imunizados
em relacdo aos pré-imunes demonstrando que a proteina € imunogénica. A
reatividade aumentou apds a 22 e a 32 imunizagdes evidenciando a ocorréncia da
resposta imune secundaria que € mais rapida e maior. Sendo qualitativamente e
quantitativamente diferente da 1 2.

Apesar da resposta imune humoral aparentemente nao ter um papel central
na defesa da PCM, tanto pacientes com PCM quanto animais infectados por P.
brasiliensis produzem grandes quantidades de anticorpos. Os anticorpos sao
potentes opsonizadores e, em conjunto com o sistema do complemento,
promovem a morte do fungo (Restrepo-Moreno, 1993). O papel de anticorpos em
PCM ainda nao foi determinado. Estudos em animais tém demonstrado que eles
podem constituir um importante mecanismo de defesa. Pois, quando
camundongos com alta e baixa producado de anticorpos foram infectados com P.
brasiliensis, a maior taxa de mortalidade e a maior disseminagcdo foram
encontradas nos camundongos com baixa producao de anticorpos (Carvalhaes et
al., 1986).

Para padronizar os ensaios de imunoreatividade e diminuir as variaveis
envolvidas nos resultados fizemos a titulagdo dos soros e determinamos que a
diluicdo utilizada seria 1/400. Os soros dos camundongos infectados 15, 30 e 60
dias poés-infeccao foram analisados, e o resultado demonstrou que o soro dos
camundongos reconhece a proteina pb40r 30 dias apds a infeccdo sendo que

esse reconhecimento € ainda maior apos 60 dias. Este dado sugere que a
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produgdo de anticorpos anti-pb40r aumentou em paralelo ao progresso da
infeccao.

O estudo da reatividade de IgG1 demonstrou que houve producéo
significativa desta subclasse apés a 12 imunizacdo com GST/pb40r em relagao ao
controle pré-imune. Sendo que houve um aumento dessa producdo apos a 22
imunizagcao e o nivel se manteve estavel apos a 32 imunizagdo. Em camundongos
a troca para a subclasse IgG1 é induzida por IL-4, que é uma citocina tipica das
respostas linfocitariasTh2. A resposta para IgG2a foi menor do que a para IgG1
apos a primeira imunizagao, igualando-se a ela apds a 22. O que demonstra que a
resposta induzida para IgG1 é mais precoce do que a induzida para IgG2a, mas
apos a 2% imunizagao as duas respostas se igualam.

A reatividade de IgG2a também foi significativa em relagdo ao soro pré-
imune, apos a 12 imunizagao, aumentando apds a 22 e se mantendo estavel apos
a 32. Em camundongos a troca para a subclasse IgG2a é induzida por IFN-y que é
uma citocina tipica das respostas linfocitarias Th1. Citocinas Th1 como TNF e INF-
y induzem nos macréfagos a via de produgdo do Oxido nitrico, que tem
demonstrado ser essencial para eliminagdo do fungo (Gonzalez et. al., 2000).
Diniz e colaboradores (2001) demonstraram que as fragdes provenientes de seu
trabalho estimularam células de pacientes a produzir niveis mais altos de o6xido
nitrico quando comparadas com células de individuos saudaveis. Além disso, INF-
y € relacionado a resisténcia a PCM em camundongos (Souto, et al., 2000;
Kashino et al, 2000).

Quando avaliados, os niveis de IgG1 e IgG2a de camundongos infectados

com P. brasiliensis 15, 30 e 60 dias apds a infec¢ao, o resultado demonstrou uma
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inversdao do apresentado durante a imunizagdo, sendo que na infeccdo o
aparecimento de anticorpos IgG2a anti-pb40r ocorreu antes e com maior
intensidade do que o de anticorpos IgG1 anti-pb40r. Os anticorpos IgG2a
apareceram apos 30 dias de infeccdo, aumentando a concentragdo apés 60 dias,
enquanto os anticorpos IgG1 s6 apareceram apoés 60 dias de infeccado e em menor
intensidade. Este resultado contradiz o de varios pesquisadores que ja
demonstraram que a infeccdo por P. brasiliensis promove uma inibicdo da
resposta imune celular, com uma mudanga, preferencial, para um perfil
imunoldgico do tipo Th2, com predominio de anticorpos IgG1, tanto em humanos
como em camundongos (Brito & Franco, 1994; Benard, 2001).

As citocinas possuem um importante papel na regulagéo da resposta imune
humoral e da mudanca de isotipo das imunoglobulinas (Snapper et al., 1997).
Estudos prévios demonstraram a prevaléncia de isotipos regulados por Th2
(IgG2b, 1gG1 e IgA) nas formas mais severas de PCM em modelo murino, sendo
observada uma producao preferencial de isotipos controlados por Th1 (IgG2a) na
infeccao benigna (Calich et al., 1998; Cano et al., 1998; Kashino et al., 2000).

A pesquisa e a produgao de antigenos bem-caracterizados € um campo de
extrema importancia. No futuro eles, provavelmente, irdo substituir as preparacgoes
utilizadas em diagndstico atualmente, que apresentam grandes problemas, tais
como: a reatividade cruzada, a nao especificidade e a falta de reprodutibilidade. A
deteccao de anticorpos por métodos sorolégicos tem um importante papel na PCM
(Camargo et al., 1984; Cano et al., 1987; Hamilton, 1998). Trabalhos recentes
utilizando métodos de purificagdo de proteinas e proteinas recombinantes tém

identificado uma série de candidatos a antigenos para imunodiagndstico (Figueroa
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et al., 1995; Cisalpino et al., 1996; McEwen et al., 1996; Ortiz, et al., 1996; Cunha
et al., 2002; Diez et al., 2002, Reis et al. 2005).

Neste trabalho, também foi analisado o perfil de resposta a pb40r
apresentado por soros de pacientes com PCM de diferentes formas clinicas,
individuos sem infeccado aparente e individuos com outras infecgdes. O ensaio de
ELISA padronizado utilizando-se a pb40r se mostrou eficiente em diferenciar
pacientes com PCM com ou sem tratamento de individuos controle, sem infecgao
aparente, tendo sido utilizada uma quantidade minima de antigeno 0,250 pg/poco.
Apresentando 90,3% de sensibilidade e 81,25% de especificidade. Sendo que
para pacientes com PCM cerebral e recidiva a sensibilidade sobe para 100% e
para individuos sem tratamento ela é de 94,7%. Os pacientes com PCM tratados
sdo os responsaveis pela queda na sensibilidade do teste, sendo que a mesma
para esse grupo é de 82,8%. Essa queda nos niveis de anticorpos, apds o
tratamento, pode ser resultante da diminuicdo de células fungicas no organismo.
Isso provavelmente contribui para a diminuicdo do estimulo imunoldgico,
ocasionando a baixa na manutencao de células imunoldgicas de longa duragao.
Essa queda ja foi demonstrada de maneira até mesmo mais significativa em
outros trabalhos. Reis e colaboradores (2005) demonstraram em seu trabalho que
a sensibilidade do teste de ELISA frente ao antigeno MEXO de P. brasiliensis,
sofreu uma reducdo significativa quando utilizaram soros de pacientes em
tratamento, chegando até mesmo, dependendo do tempo de tratamento, a nao
conseguir distingui-los do controle.

Com a sensibilidade de 90,3% e especificidade de 81,25%, esse método de

diagndstico se mostrou eficiente em distinguir individuos controle, sem infecgao
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aparente, de individuos infectados, sendo a sensibilidade encontrada mais alta
que a demonstrada por outros pesquisadores, como Ortiz et al. (1998), que
encontrou em seu método uma sensibilidade de 73,4%. E levando-se em
consideragao todos os grupos, inclusive o tratado, a sensibilidade também foi
maior que a apresentada por Reis e colaboradores em 2005.

A determinagcdo da presenca de reagdo cruzada com outras doencgas
demonstrou que anticorpos presentes em alguns soros de pacientes com outras
infeccbes foram capazes de reconhecer a proteina pb40r. A especificidade do
método a soros de pacientes com outras infecgdes foi de 81,96% (50/61). Sendo
que 1 paciente com tricuriase e 1 paciente com tuberculose reconheceram a
pb40r. A historia clinica desses pacientes indicou que eles eram clinicamente
negativos para PCM, mas eles vivem em uma area endémica.
Surpreendentemente 9 dos 10 pacientes com leishmaniose foram capazes de
reconhecer a pb40r, de forma bastante intensa. Outros trabalhos ja haviam
demonstrado a reagdo cruzada apresentada por pacientes com leishmaniose
frente a antigenos de P. brasiliensis. Reis e colaboradores, 2005 demonstraram
que 4 pacientes com leishmaniose responderam ao antigeno MEXO.

Silveira e colaboradores (2006) abordaram em seu trabalho a alta
reatividade apresentada por caes infectados com leishmaniose frente a antigenos
de P. brasiliensis. Nesse trabalho os autores testaram a hipotese de que essa alta
reatividade seria devido a uma reacgado cruzada com antigenos de Leishmania
como descrito previamente por Suzuki e colaboradores em 1997. O resultado
encontrado por eles, porém contradiz essa hipotese devido ao baixo coeficiente de

correlacao apresentado entre antigenos de Leishmania e de P. brasiliensis. Esses
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autores, levando em consideragao que a area de estudo correspondia a uma area
endémica para as duas doengas e que a resposta protetora para as mesmas € do
tipo Th1, concluiram que os animais estariam co-infectados com P. brasiliensis.

Os soros de pacientes com leishmaniose utilizados no presente trabalho,
assim como os demais soros utilizados ja se encontravam disponiveis em nosso
laboratdrio, provenientes de outros projetos de pesquisa. A historia clinica desses
pacientes indicou que eles eram clinicamente negativos para PCM, porém eles
vivem em area endémica, estando, portanto expostos ao fungo e a seus
antigenos. Além disso, essa reatividade encontrada poderia ser devido a uma
reatividade cruzada entre a proteina pb40r e algum outro antigeno de Leishmania.
Embora, a analise de homologia da sequéncia da pb40r no banco de dados nao
tenha apresentado homologia com nenhuma proteina de Leishmania, essa
proteina possui dominios mao-EF que sdo muito conservados podendo ser o
motivo de tal reagao cruzada.

Os resultados apresentados até aqui vém somar esforgcos no combate a
PCM, visto que um diagndstico rapido e preciso € de extrema importancia para o
tratamento eficaz do paciente. Além disso, o diagndstico eficiente da PCM podera
contribuir para inquéritos epidemioldgicos através da identificacdo rapida e segura

da infecgao.
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CONCLUSAO

Através do presente trabalho foi possivel concluir que a técnica de
recombinacdo génica empregada para expressao e purificacdo da proteina
recombinante, pb40r, foi eficiente, embora tenha apresentado uma baixa
produtividade. A pb40r apresenta dois motivos mao-EF e €& uma proteina
imunogénica, capaz de induzir significativa producado de anticorpos IgG, I1gG1 e
IgG2a. Além disso, a proteina é eficiente em distinguir individuos sem infec¢ao
aparente de individuos com PCM de diversas formas clinicas. Apresentando uma
boa especificidade frente a outras infecgdes, apesar da alta reatividade cruzada
com a leishmaniose.

A proteina recombinante pb40r é um antigeno promissor, como alvo para
imunodiagnéstico da PCM, devido a sua alta sensibilidade e especificidade.
Estudos futuros podem testar a eficiéncia dessa proteina em conjunto com outras
para formacdo de um coquetel de antigenos, o que levaria a um aumento na

especificidade e na sensibilidade do teste empregado.
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ANEXO I: Aprovacdo do Comité de Etica

em Pesquisa Animal da UFMG (CETEA)
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGAO ANIMAL
-CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 24/2006, relativo ao projeto intitulado
“Clonagem e caracterizagdo imunoldgica de proteinas presentes na fracao
protetora FO de Paracoccidioides brasiliensis’, que tem como responsavel
Alfredo Miranda de Goées , estd de acordo com os Principios Eticos da
Experimentacdo Animal, adotados pelo Comité de Etica em Experimentacdo
Animal (CETEA/UFMG), tendo sido aprovado na reunido de 14/ 06/2006.

Este certificads expira-se em 14/ 06 / 2011.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n® 24/2006, related to the project entitled
“Molecular cloning, purification and immunological characterization of
proteins from the protective fraction FO of Paracoccidioides brasiliensis”,
under the supervision of Alfredo Miranda de Goées, is in agreement with the
Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the Ethics Committee in
Animal Experimentation (CETEA/UFMG), and was approved in June 14, 2006.

This certificate expires in June 14, 2011.

Belo Horizonte, 14 de Junho de 2006.

uee
Prof. Humberto Pereira ira
Presidente do CETEA/UFMG

Universidade Federal de Minas Gerais
Prédio da Reitoria - Campus Pampulha
Avenida Antonio Carlos, 6627 - 7 Andar, Sala 7018
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasil
Telefone: (31) 3499-4592 — Fax: (31) 3499-4027

www.ufmg.briprpa/cetea - cetea@prpq.ufmg.br
{Mod.Cert. v1.0)
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ANEXO Il: Aprovacdo do Comité de Etica

em Pesquisa da UFMG (COEP)
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UG

N° PROCESSO
TiTuLo
PESQUISADORES

INSTITUIGAO

HisTORICO

MERITO
o TiTULO

e PESQUISADORES

o [ OCAL DE ORIGEM

e LOCAL DE
REALIZAGCAO

» INTRODUCAO
o OBJETIVOS

MATERIAL E
METODOS

® SELECAO

EQUITATIVA DOS

SUJEITOS

BENEFiCIO

RISCOS

DE

RELAGCAO RISCO

MINIMIZAGCAO DE

PRIVACIDADE E
CONFIDENCIALIDA

Universidade Federal de Minas Gerais
Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP

PARECER

Etic 25/03

Imunofenotipagem de pacientes com paracoccidioidomicose
Prof. Alfredo Miranda de Goes (orientador)

Maria de Fatima Leite (pesquisadora)

Patricia L. Falc&o Valenga (colaboradora)

Enio Roberto Pietra (colaborador)

Adriana Bozzi (doutoranda)

Departamento de Bioquimica e Imunologia da

Faculdade de Medicina da UFMG

Projeto recebido pelo relator em 12 de fevereiro de 2003, com correspondéncia
encaminhando para parecer do COEP datada de 20 de margo de 2002, contendo
parecer favoravel da Camara do Departamento de Bioquimica e Imunologia,
datado de 13 de margo de 2002. Segundo o parecer do relator a Camara, o
projeto & relevante, bem fundamentado, e atende as exigéncias da Resolugdo
196/96 do CNS.

O projeto também foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital das Clinicas.

O protocolo esta completo e contém toda a documentagéo necessaria para
avaliagéo.

O titulo & adequado e informativo em relagé&o a pesquisa.

O grupo de pesquisadores envolvidos nos projeto & altamente qualificado, e
inclui uma aluna de doutorado.

Pesquisa aprovada pela Unidade de origem.

A pesquisa sera realizada Centro de Treinamento e Referéncia em Doencas
Infecto-Parasitarias Orestes Diniz. Ndo ha, contudo, documento que indique a
aprovagao da realizagao do projeto neste Centro.

O objetivo do trabalho ¢ caracterizar o perfil imunologico de pacientes com
paracoccidioidomicose frente aos antigenos extracelulares (exoantigenos) e
somaticos (PbAg) do P. brasiliensis..

Serao utilizadas amostras de sangue de individuos saudaveis e de pacientes
infectados com P. brasiliensis. Os pacientes serdo classificados como agudos ou
cronicos e, baseando-se em parametros clinicos, serdo divididos em dois grupos:
tratados e nao-tratados. Serdo considerados tratados aqueles que se
submeteram a tratamento pelo minimo de dezoito meses, e cujos sintomas foram
eliminados.

O sujeitos serdo 40 individuos de ambos os sexos, com idade entre 20-50 anos,
pacientes do Centro de Treinamento e Referéncia em Doengas Infecto-
Parasitarias Orestes Diniz

A pesquisa ndo utiliza procedimentos que possam acarretar riscos aos
participantes, a ndo ser aqueles envolvidos em uma coleta de 20 ml. de sangue,
como hipotensao seguida de nausea.

Procedimentos usuais de biosseguranga: seringas descartaveis, efc.

A confidencialidade é assegurada.
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o MONITORAMENTO Adequada.

DE SEGURANGCA E

DOS DADOS AO

LONGO DA

PESQUISA

TERMO DE O termo de consentimento esta redigido em linguagem demasiado técnica, nao

CONSENTIMENTO  acessivel aos sujeitos da pesquisa, especialmente se levarmos em conta que 0s
afetados por este tipo de micose podem ser, por exemplo, populagéo de baixa
renda ou provenientes da zona rural. Mesmo na finguagem técnica, tampouco
esclarece adequadamente os sujeitos sobre a pesquisa, no que diz respeito aos
objetivos do projeto, riscos envolvidos — como, por exemplo, a possibilidade de
hipotensdo e nausea na coleta de sangue - ressarcimento ou ndo de despesas,
enderego do COEP, etc, etc.

o. CRONOGRAMA O projeto foi iniciado em Nov. 2001 e sua conclusdo esta prevista para Nov. 2005
o ORCAMENTO Projeto financiado pela CAPES
o REFERENCIAS Adequadas
BIBLIOGRAFICAS
e GERAGCAO DE Ha necessidade de maiores pesquisas sobre o tema.
CONHECIMENTOS
e RELEVANCIA O projeto é relevante.

« exequiBiLiDADE O projeto é exequivel.

PARECER CONCLUSIVO  SMJ, sou de parecer que 0 projeto seja colocado em diligéncia para
reformulagao do termo de consentimento livre & esclarecido e para a devida
aprovagao pelo Centro de Treinamento e Referéncia em Doengas Infecto-
Parasitéarias Orestes Diniz.
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