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RESUMO 

 

A Paracoccidioidomicose é micose sistêmica causada pelo fungo Paracoccidioides 

brasiliensis, endêmico na América Latina, especialmente Brasil. Para melhor 

avaliarmos a resposta imune celular frente a diferentes componentes do fungo, como 

gp43, considerada o antígeno imunodominante de P. brasiliensis, filtrado de cultura 

livre de gp43 (Filtrado), e gp43 tratada com metaperiodato (meta), utilizamos os ensaios 

de linfoproliferação e ELISA para detecção das citocinas IL-4, IL-10, IL-12 e IFN- . Os 

resultados com relação à gp43 corroboram dados da literatura e de nosso laboratório 

demonstrando que gp43 é o antígeno imunodominante do fungo e pode estar envolvido 

no mecanismo de anergia dos linfócitos T de pacientes com a micose ativa. Com o 

Filtrado observamos respostas linfoproliferativas positivas, porém menores que com 

gp43, também evidenciando a anergia de linfócitos T de pacientes, e a indução de IL-10 

em células de controles curados, podendo representar assim um mecanismo de 

imunossupressão. Com relação à meta, esta não induziu resposta linfoproliferativa nem 

a síntese de citocinas, sugerindo não ser um antígeno apropriado para esse tipo de 

avaliação.  

 

Descritores: 1- Citocinas; 2- Paracoccidioidomicose; 3- Imunidade Celular; 4- 

Linfócitos T; 5- Antígenos.  

 

 



SUMMARY 

 

Paracoccidioidomycosis is a systemic mycosis caused by Paracoccidioides brasiliensis, 

endemic in latin América, specially Brazil. To better understand the cellular immune 

responses to different components of the yeast, such as gp43, considered the 

immunodominant antigen, a culture filtrate free of gp43 (CF), and gp43 treated with 

metaperiodate, we used lymphoproliferative assays and ELISA to detect the cytokines 

IL-4, IL-10, IL-12 e IFN- . The results with gp43 were consistent with the literature and 

previous with data from our Laboratory showing that gp43 is the immunodominant 

antigen of P. brasiliensis and is likely involved with the anergy of T-cells from patients. 

With CF we observed positive, but weaker, proliferative responses. It also evidenced the 

T-cell anergy of patients and the preferential induction of IL-10 in cells from cured 

controls. The latter can represent a mechanism of anergy induction. With meta, we 

observed that neither induce proliferative responses nor cytokine secretion, being 

apparently an inappropriate antigen for use in cellular immunoassays.  

 

 

 

Descriptors: 1 - Cytokines; 2 - Paracoccidioidomycosis; 3 - Cellular Immunity; 4 - 

Lymphocytes; 5 - Antigens. 
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1-INTRODUÇÃO 

A Paracoccidioidomicose (PCM) é uma doença sistêmica causada pelo fungo 

dimórfico Paracoccidioides brasiliensis que ocorre endemicamente em várias regiões da 

América Latina, onde o Brasil, a Venezuela, a Colômbia e a Argentina são os países com 

maior freqüência de casos. No Brasil o Paracoccidioides brasiliensis é encontrado em quase 

todas as regiões (Sul, Sudeste, Centro-Oeste e Norte) sendo encontrados poucos relatos no 

Nordeste. A doença também tem sido diagnosticada em outros países fora da América latina, 

mas em todas as ocasiões os pacientes apresentavam histórico de passagem ou moradia em 

países endêmicos. GINARTE et al. (2003), por exemplo, relataram 3 casos alóctones de 

pacientes com PCM na Espanha. O Brasil é o país que possui o maior número de casos da 

doença, sendo a oitava causa de mortalidade por doença predominantemente crônica ou 

repetitiva, entre as infecciosas e as parasitárias, e a mais elevada taxa de mortalidade entre as 

micoses sistêmicas, porém a paracoccidioidomicose não é de notificação compulsória, sendo 

sua real prevalência ainda desconhecida, no entanto, estima-se que a taxa anual de 

incidência entre a população brasileira seja de 1-3/100.000 habitantes e a de mortalidade de 

0,14/100.000 habitantes e em regiões endêmicas, essa estimativa está em torno de 10 

milhões de pessoas infectadas, no qual a maioria não apresente sintomas clínicos. 

(BARBOSA  et al. 1982; LACAZ. In DEL NEGRO et al. 1982; COUTINHO et al. 2002; 

CALLE et al. 2001, RESTREPO. 1985; SAN-BLAS et al. 2002; RESTREPO et al. 2001; 

ALMEIDA et al. 2003; MARQUES et al. 1983). 

A doença foi descrita pela primeira vez por ADOLPHO LUTZ, em 1908, em 2 

pacientes internados na Santa Casa de Misericórdia. Publicou suas observações no “Brazil 

Médico” (revista editada no Rio de Janeiro) em 1º de Abril do mesmo ano, descreveu o 
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fungo em cultivo como “semelhante à pela de um ratinho branco” e considerou-o diferente 

do Coccidioides immitis descrito por POSADAS e WERNICKE em 1892 na Argentina. Em 

1912 ALFONSO SPLENDORE começa a estudar a doença e a enquadra em um gênero já 

conhecido em micologia – Zymonema ficando o agente como Zymonema brasiliensis. Novos 

casos foram aparecendo e muitos trabalhos foram publicados, a doença passa a ser 

denominada de “Blastomicose brasileira”, mas logo muda para “Blastomicose Sul-

Americana” devido às observações de casos em outros países da América do Sul. Muitos 

nomes foram dados à doença como “granuloma paracoccidióico, granulomatose 

paracoccidióidica, granuloma ganglionar maligno de origem blastomicélica, granulomatose 

blastomicóide neotropical, adenomicose, doença de Lutz, doença de Lutz-Splendore-

Almeida..” Em 1930, ALMEIDA estudou a biologia e morfologia do parasita, criando um 

novo gênero de acordo com as regras estabelecidas por Linneu, sendo então o agente 

conhecido como Paracoccidioides brasiliensis. (LACAZ. 1908; LUTZ. 1908; LACAZ. 

2002; LUTZ. 1908; LACAZ. 1949; ALMEIDA. 1930; LACAZ. In DEL NEGRO et al. 

1982) 

Segundo SAN-BLAS et al (2002) e BIALEK et al (2000) o fungo possui a seguinte 

taxonomia: REINO: Fungi 

     FILO ou DIVISÃO: Ascomycota 

   CLASSE: Pleomycetes 

    ORDEM: Onyganales 

     FAMÍLIA: Onygenaceae 

      GÊNERO: Paracoccidioides 

       ESPÉCIE: brasiliensis 



 3 

Em 1961, MOSES estuda a reação de fixação do complemento para P. brasiliensis e 

no mesmo ano, FERRI utiliza a técnica de imunodifusão dupla (ID) para diagnóstico da 

paracoccidioidomicose. AGUIAR PUPO em 1965 e GONZÁLEZ-OCHOA em 1972 

estabeleceram o conceito de que a porta de entrada do parasito era por inalação das formas 

infectantes do fungo. Em 1977 e 1979 FELIPE e GIOCONDA SAN-BLAS relacionaram a 

virulência do parasito com a presença de -1-3-glucana na parede celular do fungo enquanto 

que mutantes com -manana perdem seu poder patogênico, além disso, sugeriram também 

que a -1-3-glucana estaria envolvida na proteção do fungo contra enzimas digestivas 

produzidas pelos leucócitos e macrófagos do hospedeiro. Somente após muitos estudos 

FAVA NETTO pode padronizar um antígeno polissacarídeo que permitiu a padronização da 

reação de fixação do complemento e de uma reação de precipitação em tubos utilizado para 

o diagnóstico, o prognóstico e o controle de cura da doença além de grandes avanços para os 

estudos imunológicos (ALMEIDA, 1930; BARBOSA et al. 1982; LACAZ. In DEL 

NEGRO et al. 1982; BUENO et al. 1997) 

Paracoccidioides brasiliensis possui glicoproteínas, glicopeptídeos, lipídeos e 

polissacarídeos, sendo capaz de hidrolisar a uréia; possui antígenos comuns com 

Blastomyces dermatitidis, Paracoccidioides loboi e Histoplasma capsulatum. P. brasiliensis 

é dotado de completa estrutura antigênica, revelada através de reações de imuno-

eletroforese, principalmente face a soros hiperimunes, com a demonstração do arco “E” de 

migração catódica, possuindo atividades de fosfatase alcalina identificado pela primeira vez 

por YARZÁBAL em 1971. (LACAZ In DEL NEGRO et al. 1982; SAN-BLAS et al. 1977; 

SAN-BLAS et al. 1982; YARZÁBAL et al. 1978) 

RESTREPO e MONCADA (1974) e NEGRONI (1976), utilizaram a difusão em gel 

de ágar e a imuno-eletroforese, onde foi demonstrado a presença do arco “E” de Yarzábal 
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(1977), com migração catódica e que corresponde aos arcos “A” de RESTREPO e 

DROUHET (1970) e “L” de CONTI-DIAZ et al (1973) e CAMPO-AASEN et al (1980) 

destacando o antígeno “E2” por técnica histo-imuno-enzimática, em células leveduriforme 

do P. brasiliensis. 

A parede celular do fungo foi separada em 3 frações: fração 1 – Álcali insolúvel, 

fração 2 – álcali solúveis precipitadas por ácido acético e fração 3 – álcali solúveis não 

precipitadas por ácido acético. As frações 1 e 2 demonstram fibrilos e em estudos 

bioquímicos demonstrou que a fração 1 é continuada por quitina e -1-3-glucan e a fração 2 

por -1-3-glucan (CARBONELL et al, 1970; KANETSUNA & CARBONELL 1970) 

O P. brasiliensis é um fungo dimórfico que depende da temperatura para a expressão 

da sua morfologia, podendo ser leveduriforme ou micelial. A fase levefuriforme (ou de 

levedura) é marcada por possuir formas arredondadas ou ovais, com dupla membrana, com 

ou sem gêmulas, podendo atingir de 5 a 25 m (figura 1), além disso, a levedura é a forma 

parasitária e tem seu cultivo e reprodução a 35º-37º C. Já a forma micelial ou fase 

filamentosa, cresce em temperatura ambiente, tem filamentos brancos de hifas aéreas muito 

curtas, com aspecto cotonoso, septado e sem conídios (BARBOSA et al. 1982; LACAZ In 

DEL NEGRO et al. 1982; KUROKAWA et al. 1998; RESTREPO. 1985; LACAZ In 

FRANCO et al. 1994; RESTREPO et al. 1983). 
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Figura 1: Paracoccidioides brasiliensis na forma de levedura. Foto retirada do site: 

botit.botany.wisc.edu/toms_fungi/jan2005.html 

 

O P. brasiliensis já foi isolado do solo por NEGRONI et al. (1966) na Argentina, e por 

ALBORNOZ et al. (1971) na Venezuela. No Brasil o fungo foi isolado do solo por SHOME 

et al (1963) e TERÇARIOLI et al (2007). FERREIRA et al. (1990) e GARCIA et al. (1993) 

encontraram isolados do fungo em ração de cães e vegetais que estavam contaminados com 

o solo. O P. brasiliensis também foi isolado em fezes de pingüins (Pygoscelis adeliae) na 

Antártica, GUEZELLE et al. (1989), em fezes de morcegos (Artibeus lituratus), e em tatus 

apenas na espécie Dasypus novemcinctus, sendo possível reservatório do agente P. 

brasieliensis. Já outros gêneros e espécies de tatus como, por exemplo: D. septemcintus, D. 

kapplari e Euphractus sexcinctus, que possuem hábitos semelhantes ao D. novemcinctus, 

não obtiveram resultados positivos. (BAGAGLI et al. 1998; SILVA-VERGARA et al. 2000; 

FERREIRA et al. 1990; GROSSE et al. 1965; NAIFF et al. 1989; NAIFF et al. 1986; 
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FRANCO et al. 2000; HELDER et al. 2003; SILVA-VERGARA et al. 1999; SILVA-

VERGARA et al. 1998). 

Estudos experimentais revelaram que a cobaia, o hamster, o rato, o camundongo e o 

cão são sensíveis á infecção. Recentemente foram relatados casos da doença em cães, porém 

a cultura fúngica só foi obtida em um único caso. A presença de anticorpos anti-gp43 foram 

testadas em soros de 305 cães das regiões urbanas, periurbanas e rural de Londrina, 

utilizando o método de ELISA, e foi observada uma positividade de 14%, 48,8% e 89,5% 

respectivamente (ONO et al. 2003; RICCI et al. 2004; FAGUNDES. 2002; ONO et al. 

2001). 

ONO et al (2002) estudaram a interferência de produtos químicos utilizados na 

agricultura no desenvolvimento de P. brasiliensis e observaram que compostos químicos 

impediram o desenvolvimento in vitro de P. brasiliensis demonstrando parcialmente a 

dificuldade do isolamento do fungo a partir de amostras de solo (FRANCO et al. 2000) 

O habitat natural do P. brasieliensis, ainda não está bem definido, mas vários estudos 

relatam sua prevalência em zonas rurais com temperaturas entre 10-28ºC, normalmente em 

regiões com invernos curtos, verões chuvosos e solo quase sempre ácido e áreas de solos de 

grande fertilidade, nos vales e nas proximidades de grandes rios apresentando elevado índice 

pluviométrico, entre 500-2.500mm/ano e dotados de vegetação abundante ou de extensas 

lavouras (BARBOSA et al. 1983; LONDERO In DEL NEGRO et al. 1982; RESTREPO et 

al. 1985; CADAVID et al. 1993; RESTREPO et al. 2001). 

A doença é adquirida pela inalação de partículas ou propágulos infectantes do agente 

em sua forma micelial ou por implantação traumática cutânea ou mucosa e uma vez nos 

pulmões, sofre diferenciação para a forma de levedura ou forma infectante. (LONDERO et 

al. 1986;  ALMEIDA et al. 2001; KUROKAWA et al. 1998; FRANCO. 1986; 
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GONZÁLES-OCHOA. 1956; SAN-BLAS et al. 1984). Acomete indivíduos de ambos os 

sexos e várias faixas etárias, sendo mais raro em crianças (10 a 14 anos de idade), tendo 

apenas um relato da doença em uma criança de 2 anos de idade (PEREIRA et al. 2004; 

BLOTTA et al. 1999). Apesar da maior parte dos casos de paracoccidoioidomicose 

ocorrerem em trabalhadores rurais, cerca de 46% dos casos só na região de São Paulo, tendo 

maior prevalência em homens entre 41 e 50 anos.(BLOTTA et al. 1999). Há poucos casos 

documentados de ocorrência dessa micose entre índios brasileiros (FORJAZ et al. 1999). 

Segundo MARTINEZ et al. (2002), a maior prevalência de positividade para P. brasiliensis 

e H. capsulatum em estudo realizado na Reserva Indígena Xacriabá, em Minas Gerais, é 

entre as mulheres, podendo significar maior e mais duradoura resposta humoral frente ás 

infecções, além de maior exposição das mesmas aos fungos durante o trabalho agrícola, do 

qual participam muito ativamente.  

Uma vez inalado, o fungo pode ser destruído no parênquima pulmonar por células 

fagocíticas ou multiplicar-se e produzir foco de infecção, o qual é drenado para o linfonodo 

regional. O indivíduo infectado, na maioria das vezes, consegue controlar a disseminação do 

fungo, permanecendo assintomático indefinidamente. O desenvolvimento de doença pode se 

dar de 2 formas. Raramente, semanas ou meses após a infecção inicial, os pacientes, em 

geral jovens de ambos os sexos, desenvolvem a forma aguda/sub-aguda ou juvenil, 

caracterizada pelo acometimento do sistema mononuclear fagocítico e pronunciada 

desregulação imunológica, manifestando-se principalmente por linfadenomegalias (95,4%), 

hepatomegalia (40%) e esplenomegalia (23,1%). Entretanto, a maioria dos pacientes (  

90%) desenvolve manifestações clínicas relacionadas ao trato respiratório, anos ou décadas 

após a infecção inicial, a forma crônica ou do adulto, caracterizada por comportamento 

imunológico variável, afetando predominantemente homens adultos, em geral trabalhadores 

agrícolas.  (BARBOSA  et al. 1982; PANIAGO et al. 2003; TABORDA et al. 1998; 
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ROMANO et al. 2002; BORGES-WALMSLEY et al. 2002; LOPEZ et al. 1983; LACAZ et 

al. 1959; LONDERO et al. 1986; FRANCO. 1986; MENDES In FRANCO et al. 1994; DEL 

NEGRO In FRANCO et al. 1994). 

MARTINEZ et al (1992), sugeriu que o alcoolismo e a desnutrição estariam 

envolvidos na patogenia da doença, já que mais de 50% dos pacientes de uma casuística de 

São Paulo ingeriam bebidas alcoólicas regularmente, e que a predisposição de alcoolistas 

adquirirem micoses profundas já havia sido observada em relação a candidíase, 

criptococose, esporotricose e aspergilose. Também foram realizados estudos mostrando a 

freqüência do tabagismo em cerca de 90,3% dos pacientes, em sua maioria com a forma 

aguda, estudados em Mato Grosso do Sul. (PANIAGO et al. 2003), e em cerca de 92,8% dos 

pacientes estudados no Espírito Santo, com alto índice de alcoolismo (68,3%). (SANTOS et 

al. 2003). 

 Do ponto de vista do sistema imune, a PCM é descrita como uma micose com graus 

variados de imunossupressão. Vários estudos observaram nítida correlação entre a gravidade 

da apresentação clínica e a intensidade das alterações da imunidade celular (MOTTA et al. 

1935; Musatti et al.1976; PANUNTO-CASTELO et al. 2003; ROMANO et al. 2002; 

MENDES-GIANNINI et al. 2000; BLOTTA et al. 1993; FRANCO. 1987; FIGUEIREDO et 

al. 1986). Esta correlação clínico-imunológica também foi identificada em nosso 

laboratório. BENARD et. al (1996), estudaram in vitro a reatividade de linfócitos utilizando 

Phytohemaglutinina (PHA), mitógenos pokeweed (PWM), extrato antigênico de Candida 

albicans (CMA) e antígeno bruto, derivado da parede de Paracoccidioides brasiliensis 

(PbAg) em pacientes com a forma aguda/subaguda e crônica da doença, antes, durante o 

tratamento e depois da cura clínica, além de indivíduos saudáveis respondedores ao P. 

brasiliensis, previamente tratados desta micose. Os resultados demonstraram que pacientes 

tanto com a forma aguda quanto com a forma crônica tiveram uma resposta muito baixa para 
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o antígeno de P. brasiliensis quando comparados com os controles, porém os pacientes com 

a forma aguda da doença, considerada mais grave, tiveram níveis muito menores de resposta 

que os pacientes com a forma crônica. Após a cura clínica, a resposta linfoproliferativa 

desses pacientes se tornou similar à dos indivíduos controle. Neste mesmo estudo 

observaram em pacientes em tratamento a anergia ao teste intradérmico (teste de 

hipersensibilidade cutânea tardia – HST) para paracoccidioidina, altos níveis de anticorpos 

anti-P. brasiliensis, leucocitose e eosinofilia. Essas mudanças foram mais intensas em 

pacientes com a forma aguda da doença. Já após tratamento, o número de linfócitos totais, 

linfócitos T CD4+ e T CD8+ foram similares aos dos controles.  

Paralelamente, KUROKAWA et al. (1998) demonstraram uma relação entre 

antigenemia e imunossupressão mediada por células em pacientes com 

paracoccidioidomicose e que in vitro, estudos demonstraram que o antígeno de P. 

brasiliensis tinha efeito supressor na resposta linfoproliferativa comparado com estímulo 

com Phytohemaglutinina (PHA). 

Estudos posteriores em nosso laboratório (BENARD et al 2001) avaliaram a secreção 

de IL-2, IL-10 e IFN-γ por células mononucleares de sangue periférico (PBMC) de pacientes 

com a forma aguda e a forma crônica da doença e indivíduos saudáveis sensibilizados ao P. 

brasiliensis e observaram que tanto as PBMC de pacientes com a forma aguda quanto com a 

forma crônica produziram baixos níveis de IL-2 e IFN-γ, mas níveis substancialmente altos 

de IL-10 quando estimulados com gp43. Entretanto, quando estimuladas com PHA essa 

secreção foi comparativamente mais alta nos três grupos confirmando a sugestão de 

trabalhos prévios de que o déficit imunológico na paracoccidioidmicose é 

predominantemente de natureza antígeno-específica. 
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Segundo OLIVEIRA et al. (2002), indivíduos infectados caracterizam-se por ausência 

de anticorpos específicos, resposta linfoproliferativa vigorosa para antígeno de P. 

brasiliensis (PbAg), um padrão de citocinas típicas de resposta Th1, com produção de IFN-  

e níveis basais de IL-4, IL-5 e IL-10,  pacientes com a forma juvenil, possuem resposta 

linfoproliferativa para PbAg prejudicada, padrão de citocinas de resposta Th2, baixo nível 

da IFN-  e níveis de secreção significantemente mais altos de IL-4, IL-5 e IL-10, e pacientes 

com a forma adulta possuem resposta linfoproliferativa específica intermediária entre os 

indivíduos infectados e os pacientes com a forma juvenil, tendo altos níveis de secreção de 

IFN-  e IL-10, e baixo nível de IL-4 e IL-5.  

CALICH et al. (1998), estudaram a imunoregulação em camundongos resistentes e 

susceptíveis pela dosagem de citocinas e demonstraram que animais resistentes produziam 

níveis de IFN- , IL-2 e citocinas do tipo Th2 (IL-4 e IL-5), precocemente, já os animais 

susceptíveis produziam baixos níveis de IFN- e níveis significantes de IL-5 e IL-10 

precocemente. Já macrófagos de camundongos B10, secretavam níveis elevados de TGF-β e 

baixos de TNF-α e camundongos A/Sn tinham altos níveis de TNF-α associados com baixos 

níveis de TGF-β, sugestionando que uma secreção precoce de altos níveis de TNF-α e IFN-

 seguido por uma sustentável secreção de IL-2 e IFN-  tem um papel dominante no 

mecanismo de resistência a infecção ao P.brasiliensis, e que secreção precoce de baixos 

níveis de  TNF-α e IFN-  associados com produção de IL-5, IL-10 e TGF-β caracterizam a 

doença progressiva e susceptibilidade do animal.  

Entre os antígenos encontrados, destaca-se uma glicoproteína de 43 KDa (gp43), que é 

a mais utilizada em modelos experimentais de PCM e muito estudada para fins diagnósticos 

(CALICH et al,1998, TABORDA et al, 1994, ALBUQUERQUE et al, 2005 ). Foi descrita 

pela primeira vez por YARZÁBAL et al. (1977), sendo um exoantígeno secretado pelo 
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fungo na sua fase leveduriforme. PUCCIA et al. (1986) caracterizam quimicamente a gp43, 

e demonstraram a ausência de reação cruzada com outras micoses.  

MENDES-GIANNINI et al. (1989), demonstraram que a gp43 é a glicoproteína mais 

comumente reconhecida pela maioria dos soros de pacientes com PCM, apresentando altos 

títulos de anticorpos. 

Em nosso laboratório, BENARD et al. (1997) estudaram o reconhecimento da gp43 e 

da gp70 por linfócitos de indivíduos com PCM e indivíduos sensibilizados, tendo como 

resultado o maior reconhecimento para a gp43. Além disto, relataram a depressão da 

resposta proliferativa associada a altos níveis de anticorpos anti-gp43 para pacientes com a 

doença. 

PANUTO-CASTELO et al. (2003) estudaram o reconhecimento por IgG de soro de 

pacientes com as diferentes formas clínicas da doença e relataram o grande reconhecimento 

da gp43, cerca de 100% para pacientes com a forma aguda, seguido de 95% para a gp160, e 

65% para a gp70, já os pacientes com a forma crônica da doença tiveram cerca de 95% de 

reconhecimento para a gp43, 60% para a gp160 e 55% para a gp 70, constatando assim ser a 

gp43 o antígeno mais importante no estudo de Paracoccidioides brasiliensis. 

FERREIRA DA CRUZ et al. (1990), estudaram o isolamento e a antigenicidade da 

fração de 45KDa de P. brasiliensis e observaram que 90.6% dos soros de pacientes foram 

positivos e que não somente foi o componente imunodominante, mas também foi o antígeno 

mais específico para a resposta imune humoral. 

Vários autores testaram a capacidade da gp43 tratada com metaperiodato em diferentes 

ensaios para imunodiagnóstico. Em reações de ELISA havia-se observado reatividade 

cruzada, provavelmente por alteração conformacional da molécula ao aderir à placa de Elisa, 
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TABORDA et al. (1994) estudaram a gp43 e a gp43 tratada em ensaios de Dot 

Immunobinding como ferramenta de diagnóstico para PCM e relataram a ausência de falsos 

positivos e reações cruzadas com doenças como Jorge Lobo, Aspergilose, Candidíase e 

Criptococose, quando usada a gp43 tratada com metaperiodato, verificando uma alta 

sensibilidade e especificidade do ensaio. PUCCIA et al (1991) estudaram o papel do epitopo 

de carboidrato responsável pela reação cruzada nos ensaios de ELISA usando a gp43 e gp43 

tratada. Observaram que as reações cruzadas com histoplasmose e doença de Jorge Lobo 

foram predominantemente atribuídas aos epitopos sensíveis a periotado contendo resíduos 

de galactose, porém após tratamento da gp43 obtiveram maior especificidade no teste.  

ALBUQUERQUE et al (2005) também estudaram a gp43 tratada com metaperiodato 

para diagnóstico da PCM por ELISA. Estes autores utilizaram soros de pacientes adsorvidos 

contra soluções de antígenos de Candiada albicans ou Histoplasma capsulatum e diluições 

dos soros adicionadas de galactose, com a finalidade de se reduzir a reatividade cruzada. 

Entretanto, a especificidade máxima obtida neste estudo foi de 84%, sugerindo que estes 

procedimentos foram insuficientes para eliminar todas as reações cruzadas. 
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2-JUSTIFICATIVA 

Tendo em vista que a gp43 é a molécula de P. brasiliensis melhor caracterizada e tem 

sido regularmente utilizada por nosso e outros grupos na avaliação da resposta imune celular 

de pacientes com PCM, por ser considerada antígeno imunodominante, tanto na resposta 

humoral como celular, nosso objetivo foi de: 

a) confirmar sua importância primordial na resposta imune, analisando a capacidade de 

estimulação dos linfócitos por filtrado de cultura de P. brasiliensis, rico em componentes 

derivados do fungo, porém livre de gp43, e 

b) verificar a importância de seu componente polissacarídico na resposta imune celular, 

utilizando gp43 tratada com metaperiodato que se mostrou imuno-reativa em estudos 

sorológicos realizados por outros grupos como ELISA e Dot Immunobinding. 
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3-OBJETIVO 

1) Avaliar a resposta linfoproliferativa de indivíduos com a doença ativa, 

indivíduos curados da doença e indivíduos sadios não expostos ao fungo, frente à gp43, ao 

como o filtrado de cultura livre de gp43 e a gp43 tratada com metaperiodato. 

2) Avaliar a produção das citocinas IL-4, IL-10, IL-12 e IFN-  por células de 

indivíduos de diferentes grupos, quando estimuladas com a gp43, o filtrado livre de gp43 e a 

gp43 tratada com metaperiodato. 
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4-MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1-CASUÍSTICA 

Os pacientes com doença em atividade e os indivíduos curados foram encaminhados 

do Hospital das Clínicas da FMUSP e Instituto de Infectologia Emilio Ribas em colaboração 

do Dr. Gil Benard e Dra Luísa Batista 

A coleta das amostras de sangue dos pacientes foi feita sempre que possível durante a 

punção venosa para a realização de avaliação sorológica e outros exames laboratoriais de 

rotina nos pacientes, após consentimento prévio do paciente, implicando em risco mínimo 

de acordo com a Resolução 196/96 do Conselho Nacional de Saúde (CNS). Foram coletados 

cerca de 10 - 20 mL de sangue heparinizado de cada paciente. 

Foram estudados um total 48 indivíduos, sendo 12 pacientes com a doença ativa, 

previamente ao tratamento, 13 indivíduos controles sadios não expostos ao fungo 

(voluntários do laboratório LIM-56), e 23 indivíduos controles curados. Estes últimos são 

indivíduos saudáveis, já tratados de paracoccidioidomicose, com suspensão do tratamento há 

pelo menos 4 anos, sorologia anti-P. brasiliensis negativa (ou cicatriz sorológica), tendo 

sido recrutados do Hospital das Clínicas da FMUSP da mesma forma que em estudos 

prévios (BENARD et al, 1997, BENARD et al, 2001, CACERE et al, 2002, ROMANO et 

al, 2002, ROMANO et al, 2005). 
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Tabela1: Sorologia (ID [Imunodifusão] e CIE [Contraimunoeletroforese]) de 

indivíduos com a doença ativa. 

Pacientes 
Sorologia 

ID CIE 
Sexo 

1 + 1/64 M 

2 + 1/512 M 

3 + 1/64 M 

4 + 1/8 F 

5 + 1/16 M 

6 + 1/256 M 

7 + 1/8 M 

8 + 1/32 M 

9 + 1/4 M 

10 - 1/1 M 

11 Fracamente + 1/2 M 

12 + 1/256 M 
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4.2-Obtenção do antígeno de P. brasiliensis 

A obtenção da glicoproteina de 43 Kda (gp43) do P. brasiliensis foi realizada no 

laboratório de Micologia da UNESP - Campus Araraquara, em colaboração com a Prof. Dra. 

Maria J. S. Mendes-Giannini.  

O extrato de antígeno de P. brasiliensis (gp43), foi obtido de filtrado de cultura 

conforme descrito por Mendes-Giannini, 1989. As células leveduriformes foram cultivadas 

em meio Fava Netto a 35 º C por 8 a 10 dias e depois cultivadas em meio Casal´s 

modificado pela substituição de caseína por asparagina e adicionado 10 l de tiamina por 

mL. Posteriormente foi adicionado timerosal na diluição final de 1: 10000 o meio foi 

centrifugado a 400g por 30 minutos.  O sobrenadante foi dializado contra água destilada por 

48 h à 4º C e então concentrado 10X por evaporação. Após centrifugação a 400 g por 10 

minutos, o total de proteínas do filtrado foi determinado pelo método de LOWRY, 1951. A 

glicoproteína de 43 kDa,(GP43) foi purificada por cromatografia em gel (Sephadex G-50) e 

cromatografia de afinidade em coluna de proteína usando anti-soro de coelho anti GP43 

(MENDES-GIANNINI, 1989, MENDES-GIANNINI, 1990). Após purificação, foi obtido 

também um filtrado de cultura sem gp43, denominado apenas filtrado. 

Para a obtenção de gp43 metaperiodatada, uma alíquota de 3 ml do antígeno gp43 foi 

oxidada com um volume igual de solução de metaperiodato de sódio a 100 mM por 18 horas 

a 4ºC em câmara escura. A reação foi interrompida pela adição de quantidade equimolar de 

glicerol, e incubação por 15 minutos a 4ºC. Em seguida adicionou-se 100 mM de 

borohidrato de sódio por 2 horas a 4ºC. Após esse tratamento o antígeno foi dialisado contra 

água destilada por 18 horas a 4ºC. (PUCCIA et al, 1991) 
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4.3 - Obtenção de células mononucleares de sangue periférico de pacientes, controles 

curados e indivíduos não expostos ao fungo para avaliação da resposta linfoproliferativa 

Para o ensaio de linfoproliferação foram utilizados os antígenos gp43, filtrado de 

cultura e gp43 tratada com metaperiodato, além de extrato antígêncio de Candida albicans 

(CMA – Candida Metabolic Antigen) obtido comercialmente (Bio-Rad, Califórnia, USA), 

como antígeno fúngico controle e o mitógeno de Pokeweed (PWM), como controle positivo 

de estimulação de linfócitos. 

Suspensões de células mononucleares do sangue periférico (CMN) foram obtidas 

através de gradiente de densidade FICOLL-HYPAQUE a partir de sangue periférico 

heparinizado, lavados por 2 vezes em RPMI 1640 e ajustadas para a concentração de 

2x10
6
/mL. As células foram cultivadas em placas de 96 wells (Costar, USA), em volume de 

0,1 ml/well contendo 2x10
6 

de CMN, em meio RPMI 1640, enriquecido a 10% de pool de 

soro AB obtido comercialmente (Sigma) suplementado de gentamicina (10 g/ml), 

juntamente com uma triplicata de cada antígeno em volume de 0,1 ml/well. Estas foram 

mantidas em estufa (Forma Scientific) a 37º C, em atmosfera de 5% de CO2 por um período 

de 6 dias. Dezoito horas antes do término do cultivo, as células foram pulsadas com timidina 

tritiada (3H-Tdr) (Amersham International, UK), 1 uCi/well, e aspiradas com o auxílio de 

coletor de células automático (Cell Harvester) em membrana de fibra de vidro (Wallac). A 

radioatividade incorporada foi medida em contador Betaplate 1205 (Wallac) e o resultado 

apresentado em média aritmética de triplicata dos “wells” estimulados, menos a medida 

aritméticas das triplicatas não estimuladas, por expressar de forma mais consistente e 

discriminativa os resultados (BENARD, et al. 1995 , BENARD, et al. 1996, CACERE et al, 

2002)  
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4.4 – Ensaios de ELISA para IL-12, IFN-  e IL-4 

As placas de ELISA foram sensibilizadas com 4 g/mL do anticorpo de captura para 

IL-12, IFN-  e IL-4 (Couting) (R&D) e incubadas overnight a 4º C. Em seguida as placas 

foram lavadas 3X com PBS 0,05% de Tween 20 (solução de lavagem). As placas de IL-4- e 

IFN-  foram bloqueadas com PBS 1% de BSA e 5% de Sucrose, e a placa para IL-12 foi 

bloqueada com PBS 1% de BSA. E todas as placas foram incubadas por 2 horas a 

temperatura ambiente.  

Após a incubação as placas foram lavadas novamente e em seguida adicionada a curva 

(Standar, R&D) diluída em PBS 1% BSA para as citocinas IL-12 e IFN- . Para a IL-4 a 

diluição da curva foi realizada com tampão Tris 0,1% BSA + 0,05% Tween 20. As curvas 

foram iniciadas em 2000 pg/mL,1000 pg/mL e 2000 pg/mL respectivamente em diluição 

seriada. Em paralelo foram adicionados os sobrenadantes. As placas foram incubadas por 2 

horas a temperatura ambiente, e ao término dessa incubação as mesmas foram lavadas. Após 

incubação foi adicionado o anticorpo de detecção (Biotinilado, R&D) nas concentrações de 

175 ng/mL para IL-12, 100 ng/mL para IFN-  e 12,5 ng/mL para IL-4 em solução diluente, e 

novamente incubadas a temperatura ambiente por 2 horas. Em seguida as placas foram 

lavadas, e então adicionada a Streptavidina-HRP (R&D) em uma diluição de 1/200 sendo 

novamente incubadas por 20 minutos a temperatura ambiente. Foi adicionado Peróxido de 

Uréia e TMB (Substrato) na proporção 1/1 e incubadas novamente por 20 minutos a 

temperatura ambiente e sob proteção da luz. Por fim foi adicionado H2SO4 2M(Solução de 

Parada) e imediatamente analisada na leitora de ELISA a 450nm. 
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4.5-Ensaio de ELISA para detecção de IL-10 

A placa de ELISA foi sensibilizada com 2,5 g/mL do anticorpo de captura 

(ENDOGEN, USA) e incubada overnight a 4ºC. Em seguida a placa foi lavada 3X com PBS 

0,05% de Tween 20 (Solução de Lavagem) e bloqueada com PBS 1% de BSA + 5% de 

Sucrose por 2 horas a temperatura ambiente. A placa então foi lavada novamente e foi 

adicionado a curva padrão no intervalo de 1000 à 10 pg/mL (ENDOGEN) em diluição 

seriada em PBS 1% BSA (Solução Diluente). Concomitantemente, foi adicionado os 

sobrenadantes e o anticorpo de detenção Biotinilado na concentração de 1 g/mL 

(ENDOGEN) e a placa incubada a temperatura ambiente por 2 horas. Após a incubação a 

placa foi lavada novamente e adicionado Streptavidina marcada com peroxidase 

(ENDOGEN) em uma diluição 1/5000 e incubada por 20 minutos a temperatura ambiente. 

Em seguida, a placa foi lavada e foi adicionado o substrato tetrametilbenzidina (Organon) e 

a placa incubada a temperatura ambiente por 20 minutos sob proteção da luz. Após a 

incubação foi adicionado ácido sulfúrico (H2SO4) 2M (Solução de Parada) e imediatamente 

analisada na leitora de ELISA no filtro de 450 nm. 

 

4.6- Análise estatística 

As comparações entre os resultados dos 3 grupos de indivíduos foram realizadas 

utilizando-se ANOVA com pós-teste de Dunnet.  
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5-RESULTADOS 

A escolha da gp43 de P. brasiliensis se deve aos estudos anteriores do nosso 

laboratório e de outros grupos que descrevem sua importância como fração imunodominante 

Utilizamos ainda um filtrado de cultura livre de gp43, e a gp43 tratada com metaperiodato 

para retirada de sua fração glicídica a fim de comparar sua capacidade de ativação celular. 

(Figura 2)  

 

 

 

 

Figura 2- Gel demonstrando as bandas de: 1 – Glicoproteína de 43KDa de P. 

brasiliensis 2 - Glicoproteína de 43KDa de P. brasiliensis tratada com metaperiodato de 

sódio 3 – Antígeno filtrado de cultura de P. brasiliensis (isolado 18) 4 - Antígeno filtrado de 

cultura de P. brasiliensis (isolado 18) com ausência da glicoproteína de 43Kda 5 – Marcador 

de peso molecular 

     1             2             3                 4                  5 

94kDa 

67kDa 

43kDa 

30kDa 

14kDa 
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Para avaliarmos a melhor concentração para o filtrado de cultura sem a gp43 e da gp43 

tratada com metaperiodato, realizamos alguns ensaios de linfoproliferação com células 

mononucleares de 3 indivíduos curados de PCM. Os resultados sugerem uma resposta 

linfoproliferativa discreta para o filtrado de cultura na concentração de 50 g/mL quando 

comparada com as outras diluições e o basal (células não estimuladas) Gráfico 1. 
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Gráfico 1: Avaliação da resposta linfoproliferativa em 3 indivíduos curados de PCM para 

avaliação da concentração de uso do filtrado de cultura.  

 

Já para a gp43 tratada com metaperiodato, não obtivemos uma boa resposta 

proliferetiva com nenhuma das diluições, mas a escolha da concentração de 5 g/mL se deu 

devido à discreta proliferação quando comparada com as outras diluições e com o basal 

(células não estimuladas), como observado no Gráfico 2. 
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Gráfico 2: Avaliação da resposta linfoproliferativa em 3 indivíduos curados de PCM 

para avaliação da concentração de uso da gp43 metaperiodatada.  

 

Desta forma para a avaliação da resposta imune in vitro utilizamos as seguintes 

concentrações finais: gp43 – 20 g/mL, filtrado de cultura- 50 g/mL, para gp43 

metaperiodatada – 5 g/mL. 

Células mononucleares dos 13 indivíduos saudáveis não expostos ao P. brasiliensis 

não apresentaram resposta linfoproliferativa com gp43 e gp43 metaperiodatada (média de 

351,5 ± 82,8 cpm para gp43 e de 809,3 ± 307,5 cpm para metaperiodatado), tendo uma 

discreta, porém significativa resposta com o filtrado quando comparada com o basal (1316 ± 

350,5 cpm para filtrado e de 445,7  83,5 com para o basal). Quando comparada a resposta 

entre os antígenos neste grupo, observamos uma resposta significantivamente maior do 

filtrado com relação a gp43. No entanto, estes indivíduos apresentaram valores esperados de 

resposta proliferativa para o antígeno metabólico de Cândida albicans (média de 19150 ± 

5585 cpm) e para o mitógeno PWM (média de 35800 ± 4590 cpm), considerando a 
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referência de valores utilizada em nosso laboratório (para PWM média de 31060  1021 e 

para CMA média de 10580  833 cpm) Como observado no Gráfico 3.  
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Gráfico 3: Linfoproliferação do grupo controle de indivíudos sadios (n= 13) com os 

diferentes antígenos do P. brasiliensis – filtrado de cultura sem gp43 (FILT), gp43 tratada 

com metaperiodato (MET) e gp43 (gp43) e antígenos de pokeweed (PWM) como controle 

positivo e antígeno de Candica albicans (CMA) como controle de antígeno fúngico não 

relacionado ao P. brasiliensis. A barra acima dos grupos significa que houve diferença 

significativa entre eles (P > 0.10) e o * significa que houve diferença significante com 

relação ao basal (células não estimuladas). 

 

O mesmo ensaio descrito acima foi realizado com células mononucleares de 23 

indivíduos curados de PCM, uma vez que, dados anteriores demonstram recuperação da 

resposta proliferativa antígeno-específica após tratamento e cura clínica (BENARD et 

al,1997). Observamos resposta considerável aos antígenos derivados do fungo (média de 

2561 com ± 657 cpm para filtrado, 1599 ± 497 cpm para metaperiodatado e 4887 ± 1422 

cpm para gp43), com resposta significativamente maior com a gp 43 quando comparada 
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com a gp43 metaperiodatada. Este resultado demonstra o reconhecimento dos antígenos, 

principalmente da gp43, pelos linfócitos T de memória, e também reposta proliferativa 

preservada para o antígeno metabólico de Cândida albicans (média de 6788 ± 1717 cpm) e 

para o mitógeno PWM (média de 24320 ± 2199 cpm), como observado no Gráfico 4. 
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Gráfico 4: Linfoproliferação do grupo controle de indivíduos curados (n=23) de PCM 

com os diferentes antígenos derivados do P. brasiliensis. A barra acima dos grupos 

significa que houve diferença significativa entre eles (P > 0.10) e o * significa que houve 

diferença significante com relação ao basal (células não estimuladas). 

 

Também foram realizados esses experimento com células mononucleares de 12 

indivíduos com a doença ativa, todos com a forma crônica.. Corroborando dados da 

literatura, foi observada baixa resposta para os antígenos derivados do fungo (média de 1271 
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cpm ± 689 para filtrado, 1354 ± 918 cpm para metaperiodatado e 1916 ± 983 cpm para 

gp43) e valores de linfoproliferação normais para o antígeno metabólico de Cândida 

albicans (média de 8633 ± 1534 cpm) e para o mitógeno PWM (média de 34890 ± 3718 

cpm), como observado no Gráfico 5. 
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Gráfico 5: Linfoproliferação do grupo de individuos com a doença ativa (forma 

crônica da PCM) (n=12) com os diferentes antígenos derivados do P. brasiliensis.  O * 

significa que houve diferença significante com relação ao basal (células não estimuladas). 

 

Em relação à produção de citocinas, foram avaliados as citocinas IFN- , IL-10, IL-4 e 

IL-12 em sobrenadantes de cultura de células mantidas apenas com o meio ou estimuladas 

com os diferentes antígenos do P. brasiliensis, e CMA como controle. A coleta de 

sobrenadante para análise de IL-10 e IL-12 foi realizada após 18 horas de cultura e para 
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avaliação de IL-4 e IFN-  a coleta foi realizada após 72 horas conforme estudos prévios em 

nosso laboratório. (ROMANO et al, 2002; BENARD et al, 2001) 

Analisamos a produção dessas citocinas em 10 pacientes com a doença ativa, 11 

controles curados e 10 indivíduos saudáveis não expostos ao fungo através de ELISA.  

Com relação à produção de IL-12, observamos maior produção desta citocina com o 

estímulo de gp43 nos controles curados (136,2  13,5 g/mL) que com filtrado (36,4  9,2 

g/mL) e gp43 metaperiodatada (27,9  6,5 g/mL). A produção basal foi discreta (19,9  

3,9 g/mL) e aumentada na presença de CMA (58,8  9,8 g/mL). 

Já para os pacientes não obtivemos produção desta citocina com gp43 (23,4  8,6 

g/mL vs. 21,2  6,8 g/mL de produção basal), porém uma produção significante na 

presença de filtrado de cultura (63,2  5,0 g/mL), mas assim como nos controles, baixa 

produção com gp43 metaperiodatada (29,9  6,1 g/mL). A produção com CMA foi de 62,3 

 14,1 g/mL, similar à dos controles curados.  

Em relação aos indivíduos sadios, a produção foi baixa tanto para gp43 (31,7  2,0 

g/mL), quanto para filtrado (30,8  1,7 g/mL) e gp43 metaperiodatada (30,2  1,9 

g/mL). A produção basal foi de 30,4  2,0 g/mL e com CMA foi de 31,2  2,0 g/mL. 

Como podemos observar no Gráfico 6. 
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 BASAL CMA gp43 FILTRADO META 

Gráfico 6: Detecção de IL-12 em sobrenadantes de cultura de células coletadas após 

18hs de estímulo com antígeno de Cândida albicans (CMA), gp43 de P. brasiliensis, filtrado 

de cultura sem gp43 (filtrado) e gp43 tratada com metaperiodato (meta). A barra acima dos 

grupos significa que houve diferença significativa entre eles (P > 0.10) e o * significa que 

houve diferença significante com relação ao basal (células não estimuladas) 

 

Com relação à IFN- , observamos uma produção significante desta citocina por células 

de controles curados quando estimuladas com gp43 (92,3  11,9 g/mL), mas não com 

filtrado (48,6  14,7 g/mL) ou com gp43 metaperiodatada (55,2  10,9 g/mL), quando 

comparada à produção basal (39,6  8,7 g/mL).  A produção com CMA (79,9  15,0 

g/mL) foi significantivamente maior que o basal (39,6  8,7 g/mL).  
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Já os pacientes apresentaram uma baixa produção desta citocina com todos os 

antígenos do fungo: gp43 (45,6  10,6 g/mL), filtrado (53,5  15,4 g/mL) e gp43 

metaperiodatada (60,7  10,5 g/mL).  Observando uma significativa produção apenas com 

CMA (87,8  14,0 g/mL) quando comparada com o basal (43,5  8,5 g/mL).  

Assim como os pacientes, os indivíduos sadios apresentaram baixa produção para os 

antígenos gp43 (41,7  11,4 g/mL), filtrado (53,6  11,3 g/mL) e gp43 metaperiodatada 

(47,5  10,5 g/mL), não sendo significativamente diferentes quando comparados com a 

produção basal (37,1  7,6 g/mL). Houve, entretanto,  produção importante com CMA 

(76,6  21,2 g/mL). (Gráfico 7). 
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 Gráfico 7: Detecção de IFN-  em sobrenadantes de cultura de células coletados após 

72 hs de estímulo com antígeno metabólico de Cândida albicans (CMA), gp43 de P. 

brasiliensis, filtrado de cultura sem gp43 (filtrado) e gp43 tratada com metaperiodato 
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(meta). A barra acima dos grupos indica diferença significativa entre eles (P > 0.10) e * 

indica diferença significativa em relação ao basal (células não estimuladas). 

Em relação a IL-10, observamos uma maior produção desta citocina por células de 

pacientes com gp43 (283,5  81,7 g/mL) e com filtrado (285,5  77,2 g/mL);  já para  

gp43 metaperiodatada não houve produção significante (150,1  22,5 g/mL), quando 

comparada ao basal (82,5  22,4 g/mL ). Na presença de CMA também houve produção 

apenas discreta, não significativa em relação ao basal (132,9  24,7 g/mL).  

Já os controles curados obtiveram uma baixa produção com gp43 (86,1  10,1 g/mL),  

mas uma produção significativa com filtrado (328,6  80,9 g/mL) e, assim como nos 

pacientes, pouca produção com gp43 metaperiodatada (104,9  22,2 g/mL). A produção 

basal foi de 99,1  20,4 g/mL e de 108,9  19,5 g/mL para CMA.  

Os indivíduos sadios apresentaram, assim como para as outras citocinas, baixa 

produção de IL-10 para todos os três antígenos de P. brasileinsis: gp43 (125,1  11,3 

g/mL), filtrado (129,2  14,5 g/mL) e gp43 mataperiodatada (94,6  11,6 g/mL), não 

havendo diferença significativa quando comparados com o basal (90,6  10,5 g/mL). 

Também não houve produção aumentada desta citocina com CMA (93,1  8,8 g/mL). 

(Gráfico 8). 
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Gráfico 8: Detecção de IL-10 em sobrenadantes de cultura de células coletados após 

18hs de estímulo com antígeno metabólico de Cândida albicans (CMA), gp43 de P. 

brasiliensis, filtrado de cultura sem gp43 (filtrado) e gp43 metaperiodatada (meta). A barra 

acima dos grupos indica diferença significativa entre eles (P > 0.10) e * sindica diferença 

significativa em relação ao basal (células não estimuladas). 

 

Não foi detectada IL-4 acima do “cut-off” do teste em nenhuma das condições 

estudadas. 
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6- DISCUSSÃO 

A paracoccidioidomicose é uma doença que ocorre endemicamente em várias regiões 

da América Latina. O Brasil é um dos países com maior freqüência de casos sendo de 

grande importância estudos que permitam melhores abordagens terapêuticas desta micose, 

visto que afeta principalmente indivíduos na sua fase mais produtiva, e apesar de baixa 

mortalidade, está associada a grande morbidade e tratamentos prolongados. 

Considerada o principal mecanismo de defesa contra a PCM, a imunidade celular é 

muito estudada, tanto em modelos experimentais quanto em humanos. Um dos achados mais 

importantes para o estudo da interação hospedeiro-parasita nesta micose foi a descrição e 

caracterização da gp43, uma glicoproteina de 43 KDa secretada pelo fungo em sua fase 

leveduriforme, e que é considerada o componente antigênico  imunodominante de P. 

brasiliensis. (TABORDA et al. 1994; ALBUQUERQUE et al. 2005). Neste estudo 

procuramos então confirmar sua importância primordial na resposta imune, analisando a sua 

capacidade de estimulação dos linfócitos comparativamente à de por filtrado de cultura de P. 

brasiliensis, rico em componentes derivados do fungo, porém livre de gp43, e verificar a 

importância de seu componente polissacarídico na resposta imune celular, utilizando gp43 

tratada com metaperiodato que se mostrou previamente imunoreativa em estudos 

sorológicos realizados por outros grupos como ELISA e Dot Immunobinding. 

Para avaliarmos a resposta imune celular, escolhemos os ensaios de linfoproliferação e 

ELISA para detecção de diferentes citocinas relevantes na regulação da resposta imune anti-

P. brasiliensis (IL-4, IL-10, IFN-  e IL-12). Foram utilizados, além dos antígenos derivados 

de P. brasiliensis, o mitógeno PWM como controle positivo e uma suspensão antigênica de 

Candida Albicans como antígeno fúngico controle, não relacionado a P. brasiliensis. Estes 
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ensaios foram previamente utilizados em nosso laboratório (ROMANO et al. 2002; 

BENARD et al. 1996) e em outros laboratórios (como por exemplo, MUSSATTI et al.1976; 

MOTA et al. 1985 KUROKAWA et al. 1998), e permitiram caracterizar melhor a 

desregulação da resposta imune celular na paracoccidioidomicose. A escolha destas 

citocinas especificamente se deve também a estudos anteriores de nosso grupo (BENARD et 

al. 2001; ROMANO et al. 2005; ROMANO et al. 2002) e de outros grupos (PERAÇOLI, et 

al. 2003; KUROKAWA et al. 2007; KARHAWI et al. 2000), mostrando a importância das 

mesmas na avaliação e regulação da resposta imune celular.  

 Na reposta proliferativa, como esperado, a gp43 mostrou-se ser realmente um 

antígeno importante de P. brasiliensis. Os resultados mostraram uma boa resposta 

linfoproliferativa para os controles curados e baixa proliferação para os indivíduos com a 

doença ativa, corroborando indicações prévias de que a gp43 está envolvida na anergia dos 

linfócitos T nesses indivíduos (CACERE et al.2002; ROMANO, et al. 2002; ROMANO et 

al. 2005; BENARD et al. 1996; BENARD et al. 1997). Além disso, para este ensaio, 

mostrou-se ser um antígeno específico do P. brasiliensis, pois se observou ausência de 

resposta proliferativa em PBMC de indivíduos sadios não expostos ao fungo frente a este 

antígeno. 

Já para o filtrado de cultura livre de gp43, observamos que PBMC de indivíduos 

curados da PCM apresentaram resposta significativa, mas com magnitude menor em relação 

à gp43. Em indivíduos com a doença ativa observamos uma discreta resposta, não 

significativa em relação ao basal.  Essa baixa resposta proliferativa indica que a 

hiporreatividade dos linfócitos T não é restrita apenas à gp43. Há componentes presentes no 

filtrado de cultura que induzem resposta proliferativa, ainda que discreta, de indivíduos 

curados, imunologicamente restabelecidos, porém não em indivíduos com a doença ativa. 

Neste sentido é importante ressaltar que a resposta a C. albicans foi comparável nos 2 
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grupos, denotando que mesmo os pacientes com doença ativa preservam seu potencial de 

resposta imunológica a antígenos fúngicos não relacionados a P. brasiliensis. Finalmente, 

para os indivíduos sadios não expostos ao fungo, observamos uma discreta, porém 

significativa resposta proliferativa quando comparada com o basal, sugerindo que 

componentes existentes no filtrado induzem uma resposta inespecífica, representando um 

inconveniente para a utilização neste ensaio.  

Com relação à gp43 tratada com metaperiodato, observamos uma baixa resposta 

proliferativa pelos PBMC de indivíduos curados quando comparados com os estímulos de 

gp43 e filtrado de cultura. Assim como o filtrado de cultura não houve reconhecimento 

antigênico pelos grupos de indivíduos com a doença ativa. Uma das hipóteses para essa 

baixa proliferação nos indivíduos curados de PCM seria a perda da capacidade de ligação 

aos receptores macrofágicos pela gp43 tratada (por exemplo: Toll like receptor 2, Toll like 

receptor 4 e receptores de manose): com o tratamento e a oxidação da fração polissacarídica 

da gp43, essa ligação seria possivelmente prejudicada, resultando em menor incorporação da 

gp43 pelas células apresentadoras de antígeno.  

Em relação à detecção de citocinas, utilizamos sobrenadante de cultura coletados 

após18 hs para as citocinas IL-10 e IL-12 e 72 hs para as citocinas IFN-  e IL-4. Não foi 

possível, entretanto, detectar valores significantes (acima do cut-off da reação) para esta 

última citocina, reforçando dados da literatura de que esta metodologia não é a mais 

adequada para detecção da mesma, possivelmente pelo fato de que esta citocina é 

rapidamente consumida do sobrenadante de cultura (ALHEIM et al, 2001). 

Com o estímulo de gp43 observamos uma baixa produção de IL-12 e IFN-  e alta 

produção de IL-10 por PBMC de indivíduos com a doença ativa, em consonância com dados 

da literatura mostrando altos níveis de secreção de IL-10 (ROMANO et al. 2002; ROMANO 
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et al. 2005) provavelmente pela sua atuação como inibidor de ativação dos macrófagos, 

regulando negativamente a resposta imune celular Th1, e, principalmente nos pacientes com 

a forma aguda/subaguda da doença, podendo favorecer uma resposta tipo Th2. Ao contrário 

dos pacientes com a doença ativa, os indivíduos curados de PCM produziram altos níveis de 

IL-12 e IFN- , e baixos níveis de IL-10 em resposta a gp43, indicando uma resposta Th1 e 

mostrando novamente o papel do balanço destas citocinas no controle da doença.  

Já com o estímulo de filtrado de cultura observamos uma produção significativa de IL-

12 e IL-10, porém mais intensa da IL-10 (~300 pg/mL vs. ~50 pg/mL), e baixa produção de 

IFN- , por PBMC de indivíduos com a doença ativa. Aqui também os altos níveis de IL-10 

poderiam explicar a inibição da resposta tipo Th1 e a ausência de produção de IFN- . Esse 

perfil de resposta pode ser explicado pelo fato do filtrado de cultura conter uma grande 

variedade de componentes secretados pelo fungo, sendo que estes componentes 

estimulariam monócitos já possivelmente pré-ativados in vivo pela exposição a antígenos 

circulantes, levando a uma maior reatividade dos mesmos e à secreção de IL-10 e IL-12 

(PERAÇOLI et al, 2003). Indivíduos curados de PCM produziram baixos níveis de IL-12 e 

também de IFN- , porém altos níveis de IL-10. Nossa hipótese é que componentes do fungo 

presentes no filtrado de cultura ativem monócitos preferencialmente para a produção de IL-

10, levando á diminuição da secreção de IFN-  pelas células T, da mesma forma que nos 

pacientes com a doença ativa. Portanto, consideramos que além da gp43, outros 

componentes secretados pelo fungo para o meio de cultura possam apresentar atividade 

imunoregulatória. Entretanto, uma estratégia para melhor avaliar a atividade destes 

componentes seria o isolamento e purificação dos componentes do filtrado, e posterior 

utilização em maiores concentrações nos ensaios biológicos, da mesma forma do que foi 

realizado com a gp43. Neste sentido, COLTRI et al. (2006) isolaram recentemente um 

componente do fungo, denominado paracoccina com propriedades imunoregulatória, e 
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DINIZ et al. (2001), identificaram outras frações antigênicas de P. brasiliensis que induziam 

a secreção de citocinas, favorecendo a formação de granulomas. 

Com o estímulo da gp43 tratada observamos baixos níveis de IL-12, IFN-  e IL-10 em 

PBMC de indivíduos curados, com discreto aumento dessas citocinas no grupo de 

indivíduos com a doença ativa, porém sem aumento significativo em relação ao basal 

(células sem estímulo), corroborando os dados de linfoproliferação de baixa capacidade de 

estimular a resposta imune pela gp43 tratada.  

Os resultados obtidos com os indivíduos sadios mostraram baixos níveis de secreção 

de IL-10, IL-12 e IFN-g, mesmo com o filtrado de cultura livre de gp43, apesar deste induzir 

uma discreta, porém significante resposta linfoproliferativa. Esses resultados negativos já 

eram previstos para a gp43, e corroboram estudos já realizados por nosso e outros grupo 

(BENARD et al.2001; ROMANO et al. 2002; IWAI et al. 2007; SADAHIRO et al. 2007), e 

para a gp43 tratada com metaperiodato, já que esse antígeno foi utilizado por outros autores 

a fim de remover ou pelo menos diminuir a reatividade cruzada com outros fungos. 

Entretanto, com o filtrado de cultura livre de gp43, pelas suas características, esperávamos 

que este induzisse uma resposta inespecífica mais intensa. Talvez esse resultado possa ser 

explicado pela baixa concentração de cada um destes componentes do filtrado, proteínas, 

lipídeos e/ou glicoproteínas, como discutido anteriormente. 

Os dados de citocinas são condizentes com os resultados de linfoproliferação, 

mostrando que com o estímulo de filtrado de cultura houve uma menor proliferação de 

PBMC tanto no grupo de indivíduos curados quanto no grupo de indivíduos com a doença 

ativa, possivelmente relacionada aos altos níveis de IL-10 induzidos, o que não ocorreu com 

o estímulo de gp43 no grupo de indivíduos curados, em que verificamos proliferação 

significante provavelmente pela indução de IL-12 e IFN-  e ausência de secreção de IL-10. 
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7-CONCLUSÕES 

Os dados observados principalmente no grupo de indivíduos curados reforçam o papel 

da gp43 como glicoproteína importante na ativação da resposta imune celular na PCM. 

O filtrado de cultura livre de gp43 também apresentou capacidade de estimular 

linfócitos in vitro desses indivíduos, porém em menor intensidade que a gp43. Além disso, 

demonstramos que a anergia dos linfócitos T observada nos pacientes com doença ativa não 

é restrita à gp43, pois também não observamos resposta com o filtrado de cultura nestes 

indivíduos, ao mesmo tempo em que estes mantinham a capacidade de responder ao 

antígeno de C. albicans. Porém este filtrado devido as suas características de complexa 

mistura antigênica induz resposta inespecífica.  

Podemos concluir também que a gp43 tratada com metaperiodato não é apropriada 

para ensaios de imunidade celular, pois não induziu nenhum tipo de resposta.   

Com relação à secreção de citocinas, a gp43 induziu produção de citocinas de padrão 

Th1, provavelmente correspondendo a imunidade protetora nesta micose, o mesmo não 

ocorreu com o filtrado de cultura.  
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