II – RESUMO

Resumo


Paracoccidioides brasiliensis (Almeida, 1930) causa uma micose crônica de natureza granulomatosa prevalente na América do Sul, denominada paracoccidioidomicose, sendo a imunidade celular seu principal modo de proteção. Em nosso laboratório, o antígeno bruto de P. brasiliensis (PbAg), tem sido fracionado por troca iônica em coluna de Q-Sepharose acoplada a sistema de FPLC. Foram obtidas sete frações distintas capazes de induzir uma reatividade celular e reconhecimento por anticorpos presentes nos soros de pacientes com paracoccidioidomicose. Neste trabalho foi realizado um estudo mais detalhado da fração mais reativa (F0), na tentativa de evidenciar as principais proteínas responsáveis pelo papel protetor da F0 (DINIZ et. al., 2004) em PCM experimental. A fração F0 foi refracionada por cromatografia de troca-iônica em coluna Mono-S e posteriormente caracterizada quanto ao seu perfil protéico, através de SDS-PAGE e Western blot. Os picos obtidos através do refracionamento da F0 são menos complexos que a fração original, possuindo bandas protéicas que variam de 81 a 18,4Kda. O fracionamento da F0 nos permitiu a purificação de três bandas protéicas mais reativas a soro de pacientes, presentes no pico 2 com pesos de aproximadamente 27, 43 e 81Kda. Essas proteínas foram caracterizadas imunologicamente e sua região aminoterminal sequenciada e analisada em bancos de dados de sequências protéicas depositadas na rede.

III - INTRODUÇÃO
Introdução

A Paracoccidioidomicose
Uma das características mais marcantes da paracoccidioidomicose (PCM) é a sua distribuição geográfica, restrita à América Latina do México [23º N] à Argentina [34º S] (BRUMMER et. al., 1993), entretanto a doença não ocorre em todos os países situados dentro desses limites (Figura 1).

A PCM é considerada a mais importante micose profunda da América Latina. O Brasil acumula o maior número de casos descritos da doença, seguido da Colômbia, Venezuela e Guatemala (HAMDAN & ROCHA, 1987). Possui distribuição regional heterogênea, destacando-se Minas Gerais, no Brasil, como área endêmica de elevada incidência, precedida por São Paulo e Rio de Janeiro (FAVA & FAVA, 1998). Apesar dos diversos inquéritos epidemiológicos realizados na região de Minas Gerais (RODRIGUES & RESENDE, 1996) através de testes cutâneos com paracoccidioidina, a prevalência real da PCM não é estabelecida, por não ser de notificação compulsória. Há uma estimativa da incidência da doença entre um a três por 100.000 habitantes de áreas endêmicas da América Latina. (MARTINEZ, 1997)

As áreas endêmicas situam-se em regiões de florestas tropicais ou subtropicais com temperaturas médias entre 14 – 20ºC, precipitações pluviométricas entre 800 a 2.000 mm/ano e umidade relativamente alta (LONTERO& MELO, 1998). 
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Figura 1: Mapa da distribuição global da paracoccidioidomicose. 

(Fonte: http:// 
www.pfdb.net/photo/ makimura_k/box0/photolist.php)


A paracoccidioidomicose no Brasil constitui verdadeira endemia, e grande número de doentes são atendidos em Belo Horizonte (MG), vindos da comunidade rural, muitas vezes de baixa classe socioeconômica. Sua importância em saúde coletiva relaciona-se a custos sociais e econômicos derivados não apenas da doença em atividade, que ocorre em indivíduos na sua fase mais produtiva de vida, como também das freqüentes seqüelas secundárias a esta micose, motivo comum de incapacitação para o trabalho. De forma geral, a história natural desta doença sem intervenção terapêutica específica evolui para o óbito.


Permanecem, até o momento, vários problemas a serem solucionados, tais como o micro habitat exato do P. brasilienses, o modo de viver saprofítico na natureza e a relação do fungo com o seu ambiente. Estas questões são importantes, e, até que elas se esclareçam, a prevenção da paracoccidioidomicose continuará sendo uma tarefa difícil. Por não ser de notificação compulsória, a prevalência e incidência reais da doença são desconhecidas, e os dados disponíveis se baseiam em publicações independentes. Além disso, há falta absoluta de dados em vastas regiões do continente devido, principalmente, à carência de suporte micológico para o diagnóstico da micose. Não se possui, portanto, uma idéia ampla e real do problema (HAMDAN & ROCHA, 1987). 


A PCM pode acometer indivíduos de todas as faixas etárias (LACAZ, 1991), mas as formas progressivas da doença ocorrem mais freqüentemente em adultos entre 30 e 50 anos (HAMDAN & ROCHA, 1987; LONTERO & MELO, 1998). Indivíduos que exercem atividades agrícolas constituem a maioria dos pacientes com a micose ativa, mas a infecção, que era praticamente rural, vem atingindo zonas urbanas, atacando todas as profissões, mesmo em indivíduos que nunca saíram dos grandes centros (LACAZ, 1982). 

A doença foi descrita inicialmente no Brasil em 1908 por Adolfo Lutz (SP), com contribuições posteriores de Splendore e Almeida. Diversos outros termos foram utilizados para descrever esta doença, tais como: blastomicose sul-americana, doença de Lutz-Splendore-Almeida, granulomatose paracoccidióidica, granuloma paracoccidióidico, granulomatose blastomicóide tropical e granuloma ganglionar maligno de origem blastomicótica (LACAZ, 1991).

O Agente Etiológico


O agente etiológico da paracoccidioidomicose é o P. brasiliensis, fungo assexuado e dimórfico que, à temperatura ambiente (entre 4 e 28ºC) apresenta-se sob a forma micelial, e a 37ºC desenvolve-se como leveduras (MARTINEZ, 1997). Nos tecidos humanos, o fungo tem forma esférica, medindo 2 a 30 (m ou mais de diâmetro, com parede duplamente refringente (MARTINEZ, 1997; LONTERO & MELO, 1998). Sua esporulação múltipla resulta no típico aspecto de “roda de leme” (Figura 2) (LACAZ, 1991), considerado patognomônico da doença (LONTERO & MELO, 1998).
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Figura 2: Forma parasitária de P. brasiliensis: roda de leme. 

(Fonte: http://www.med.sc.edu:85/mycology/mycology-6.htm)

O fungo tem habitat incerto na natureza (HAMDAN & ROCHA, 1987; OLIVEIRA, 1997). Parece ser em solo e detritos vegetais que o fungo produz esporos ou conídias infectantes quando passa por um stress celular, principalmente relacionado à privação nutricional (MARTINEZ, 1997), os quais provavelmente, constituem a forma transitória na conversão de micélio para levedura (Figura 3) (Restrepo, 1985). 
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Figura 3: Dimorfismo de P. brasiliensis. (Fonte: http://www.biotecnologia.com.br/revista/bio08/paracocci.pdf)


Quando alguns isolados fúngicos são cultivados sob condições de privação nutricional, eles geram vários tipos de propágulos, entre os quais conídias a artroconídias. Quando esses propágulos são separados de seu micélio parental, eles exibem dimorfismo térmico e dão origem a micélios ou a leveduras com múltiplos brotamentos (figura 4) à 26 e 37º C, respectivamente (BRUMMER et. al., 1993).
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Figura 4:Microcultura de conídia de P. Brasiliensis, incubada a 36º C. Bar, 10(.m. (Fonte: BRUMMER et. al, 1993)

As conídias são uninucleadas, mas quando incubadas à 37º C se  transformam em leveduras resultando células multinucleadas. O pequeno tamanho das conídias (3,5 a 5,0 (m) é compatível com a deposição alveolar. Uma grande variedade de conídias é produzida (intercalares, septadas, pedunculadas e terminais). Esses propágulos fúngicos são mostrados nas figuras 5 e 6.


O homem era tido como o único hospedeiro do P. brasiliensis, até o recente reconhecimento de tatus (Dasypus novemcitus), naturalmente infectados em regiões endêmicas para esta micose (LACAZ, 1991). A relevância deste achado na epidemiologia da PCM ainda não foi completamente elucidada.
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Figura 5: Eletromicroscopia de conídia de P. brasiliensis, estágio inicial de formação de uma artroconídia intercalar. Bar, 1(m. (Fonte: BRUMMER et. al, 1993)
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Figura 6: Eletromicroscopia de uma artroconídia de P. Brasiliensis madura típica, já liberada de sua hifa. Bar, 1 (m. (Fonte: BRUMMER et. al, 1993)
A doença


A infecção é adquirida pela via inalatória, e não é transmitida de pessoa a pessoa. Os esporos ou partículas infectantes têm tamanho diminuto e atingem facilmente os alvéolos pulmonares em 12 horas, onde ocorre sua transformação em leveduras que passam a se multiplicar por brotamento múltiplo. O fungo determina o aparecimento de um processo de alveolite com abundantes neutrófilos, que, posteriormente, são substituídos por mononucleares e macrófagos, seguida da reação ganglionar regional, formando assim, o complexo primário. Há a formação do granuloma epitelióide, que é a forma mais típica de reação inflamatória tecidual à presença do P. brasiliensis. O granuloma se forma em torno das leveduras e é constituído por células gigantes e células epitelióides, em sua área central pode-se observar a presença de supuração e necrose de coagulação (MARTINEZ, 1997). A maioria dos linfócitos presentes no granuloma são do tipo T-auxiliares (CD4+), com poucas células T-citotóxicas (CD8+), sugerindo um maior envolvimento das primeiras na patogênese das lesões e no controle da doença (Moscardi-Biacchi et al., 1989). 


O complexo primário na maioria dos casos involui espontaneamente, embora possa haver fungemia em algum momento da evolução, com estabelecimento de focos metastáticos em qualquer órgão. As cicatrizes decorrentes destas lesões iniciais podem se tornar estéreis, com destruição dos fungos, mas em muitos casos ocorre persistência destes microorganismos, com formação de um foco latente ou quiescente. Excepcionalmente pode haver progressão das lesões primárias com desenvolvimento de sinais e sintomas que irão caracterizar a forma aguda ou subaguda da PCM (MARTINEZ, 1997), principalmente vista em pacientes com deficiência imunitária (LONTERO & MELO, 1998). 


É interessante observar que o registro de quadros de PCM em aidéticos é crescente na literatura, desde a década de 80, em uma nítida indicação de reativação de focos quiescentes do fungo de caráter oportunista, conseqüente à perda de competência imunológica (Figueiredo et al., 1992). Na maioria dos casos, entretanto, observa-se um período de latência prolongado, após a involução das lesões primárias, que poderá durar anos, e a doença só poderá aparecer, agora na sua forma crônica, por reativação de focos quiescentes, onde permaneceram fungos viáveis, com propagação para outros órgãos.  Os fatores envolvidos na reativação do foco residual ou quiescente ainda não foram plenamente estabelecidos.

Como já foi mencionado, uma vez estabelecida, a PCM pode se apresentar sob duas formas clínicas distintas:

1. forma aguda ou subaguda (juvenil), que representa 3 a 5% dos casos e se caracteriza pela rápida disseminação do fungo para órgãos do sistema retículo-endotelial, com hipertrofia do baço, fígado, linfonodos e disfunção da medula óssea. A maioria dos doentes é jovem, sendo essa forma a mais grave e de pior prognóstico. Lesões cutâneas podem ocorrer, demonstrando disseminação hematogênica. Entretanto, mesmo sem sinais radiológicos evidentes, a pesquisa do fungo em secreções pode ser positiva. Os pacientes em geral apresentam depressão da resposta imune celular com aumento da produção de anticorpos específicos. Os achados histopatológicos demonstram a presença de processos inflamatórios inespecíficos, com granulomas pouco organizados contendo numerosos fungos (Franco et. al., 1987; Restrepo et. al., 1989; Brummer et. al., 1993);
2. forma crônica (do adulto), que representa mais de 90% dos casos, sendo mais freqüente em indivíduos do sexo masculino na faixa etária de 29 a 49 anos. Na maioria dos casos de PCM crônica a doença inicia-se no pulmão, após inalação de propágulos fúngicos, com lento e progressivo envolvimento pulmonar podendo permanecer localizada a este único órgão (unifocal: branda, moderada ou severa) ou envolver mais de um órgão ou sistema (multifocal: branda, moderada ou severa) (Franco et al., 1987).
 
As vias de disseminação do fungo são a linfática, a hematogênica e a canalicular. Praticamente todos os órgãos podem ser acometidos (MARTINEZ, 1997), sendo freqüente o comprometimento cutâneo-mucoso, linfático, adrenal, e ainda do sistema nervoso central, baço, fígado, ossos e articulações, o que coloca a PCM como uma infecção de caráter sistêmico. 


Todo o período de estabelecimento primário do P. brasiliensis é assintomático, embora haja desenvolvimento de resposta imunitária humoral e celular (MARTINEZ, 1997).  


É importante destacar que o homem é um hospedeiro resistente ao P. brasiliensis, uma vez que o número de pacientes expostos ao fungo é bem maior que o número de pacientes que desenvolve a doença. Alguns fatores como idade, sexo ou fatores genéticos podem estar relacionados ao processo de reativação (LACAZ, 1991). 


É relatada maior prevalência no sexo masculino, sendo sugerida uma proteção das mulheres à doença relacionada ao estrógeno, que inibe a transformação do micélio em levedura (MARTINEZ, 1997). Este fato é, entretanto, questionado por alguns autores (ANDRADE, 1983) que acreditam que um fator ocupacional de exposição ao fungo seja responsável por esta diferença do acometimento entre os sexos. É importante notar, entretanto, que na primeira década de vida, quando não há maturidade sexual, tanto a infecção quanto a doença ocorrem em ambos os sexos, e não se observa diferença significativa entre os mesmos nesta faixa etária quanto à reação à paracoccioidina (HAMDAN & ROCHA, 1987).


Apesar de ser considerado um fungo patogênico, o P. brasilienses adquire às vezes caráter oportunista (GOLDANI & SUGAR, 1995), o que constitui assunto de grande relevância dado o crescente número de pacientes com imunodeficiência (MARQUES, 1996). Paracoccidioidomicose multissistêmica grave tem sido descrita associada à leucemia, linfoma, terapêutica imunossupressora, transplantes e à síndrome de imunodeficiência adquirida. O quadro clínico nestas circunstâncias é de doença aguda ou subaguda, febril e sistêmica, com granulomas frouxos e ricos em fungo demostráveis na histopatologia (MARQUES, 1996).


O estudo da resposta celular de pacientes com PCM mostrou que o grau de imunossupressão a antígenos do P. brasiliensis é maior na forma aguda da doença (Mota et al., 1985), sendo relatadas alterações quantitativas nos subtipos de linfócitos T (Mota et al., 1988; Moscardi-Bacchi et al., 1989) e na produção de citocinas.

IFN-( tem sido descrito como um mediador da atividade anti-Paracoccidioides de macrófagos. O estímulo de IFN-( recombinante em macrófagos murinos determinou a ativação da atividade fungicida destas células contra P. brasiliensis (Brummer et al., 1990). Macrófagos humanos de 3 ou 7 dias de cultura, tratados por 3 dias com citocinas obtidas de sobrenadante de cultura de PBMC induzidas com ConA (mitógeno) ou não, ou tratadas com IFN-(, foram ativados e restringiram a multiplicação de P. brasiliensis, mas a presença de anticorpos anti-IFN-( impediu a ativação destas células, indicando uma nítida importância de IFN-(, na ativação de macrófagos humanos (Moscardi-Bacchi et al., 19889). Além de inibir o crescimento de células leveduriformes, macrófagos peritoniais ativados pelo tratamento com sobrenadante de células esplênicas estimuladas com antígenos, limitaram a transformação intracelular de conídias ingeridas em 35% e restringiram o crescimento de leveduras provenientes destas conídias. Entretanto, dados demonstram que, células leveduriformes de P. brasiliensis são capazes de sobreviver no interior de macrófagos humanos (Moscardi-Biacchi et al., 1989).

A resposta imune celular e humoral ao P. brasiliensis tem sido estudada em pacientes com PCM de diversas formas clínicas e em modelos animais. Em pacientes, a resposta humoral foi avaliada em testes sorológicos diversos (Imunodifusão em gel, fixação do complemento, imunoflorescência indireta e ELISA). Os títulos observados se correlacionaram diretamente com a gravidade do quadro clínico (Biagioni et al., 1984) e se mostraram úteis na determinação do prognóstico da doença (Ferreira-da-Cruz et al., 1990).

Antígenos derivados de P. brasiliensis podem induzir uma atividade policlonal de linfócitos B, a qual é caracterizada pelo aumento do número de células secretoras de imunoglobulinas, hipergamaglobulinemia e aumento de imunocomplexos (Chequer-Bou-Habib et al., 1989). Os linfócitos B ativados produzem anticorpos específicos que podem ser facilmente detectados em soros de pacientes com PCM. A análise do soro de pacientes com PCM, não tratada, demonstrou que o nível de IgG é maior na doença disseminada, aguda, progressiva, e na forma crônica mista. É sabido que IgG é opsonizadora da ativação do sistema complemento.


 O estudo da patogênese da PCM tem sido dificultado pelo tratamento ou não dos pacientes, bem como pelo largo espectro de apresentações clínicas observadas (Castaneda et al., 1988), além da utilização de diferentes preparações antigênicas brutas, não fracionadas, obtidas por vários métodos, contendo antígenos metabólicos e somáticos da forma micelial e leveduriforme de P. brasiliensis. 

Diagnóstico

O diagnóstico de certeza da PCM é obtido pela visualização do fungo em algum material biológico, por meio de exame direto, cultura ou exame anatomopatológico de peça cirúrgica. O diagnóstico sorológico através da pesquisa de anticorpos específicos anti - P. brasiliensis ainda tem valor limitado, e é usado principalmente no seguimento da resposta ao tratamento (BRUMMER et. al., 1993).


O desenvolvimento de técnicas micológicas para o diagnóstico da paracoccidioidomicose tem progredido paralelamente ao progresso de métodos para detecção de antígenos e anticorpos. Anticorpos anti - P. brasiliensis podem ser detectados em soro de pacientes através de técnicas sorológicas, tais como fixação do complemento, imunodifusão e técnicas imunoenzimáticas. Entretanto, esses testes possuem importantes limitações, tais como reatividade cruzada, e ainda existem dificuldades na padronização de vários testes e reagentes utilizados (BRUMMER et. al., 1993).
Tratamento


Até 1940, a paracoccidioidomicose era considerada uma doença incurável. Atualmente são empregadas três drogas principais no tratamento da PCM: as sulfonamidas, a anfotericina B e derivados de imidazol (BRUMMER et. al., 1993).

Quando células miceliais e leveduriformes de P. brasiliensis entram em contato com o triazol, um derivado do imidazol, em certas concentrações, sofrem mudanças estruturais. A droga previne a reprodução das células leveduriformes e induz a necrose das células miceliais. A anfotericina B causa alterações na composição lipídica das células leveduriformes. Já as sulfonamidas, exercem ação fungistática sobre o fungo, produzindo regressão das lesões em curto prazo (BRUMMER et. al., 1993). Dados relacionados às drogas adotadas no tratamento da PCM são encontrados na tabela 1.

[image: image1.emf]Tabela 1: Terapia atual para paracoccidioidomicose. (Fonte: BRUMMER et. al, 1993)
Uma informação desconhecida, que se apresenta como uma dúvida freqüente na prática clínica, é o momento ideal e seguro para a interrupção do tratamento. A literatura orienta que a duração da terapêutica está relacionada à obtenção de critérios de cura. Estes critérios envolvem parâmetros clínicos (regressão dos sinais e sintomas, cicatrização de lesões e involução de linfadenopatias), radiológicos (estabilização das imagens radiológicas) e imunológicos (negativação dos títulos de imunodifusão dupla ou estabilização do título em valores até 1:2, observada em três amostras de soro em intervalo de dois meses). Entretanto, é freqüente a observação de pacientes que apresentam recidiva da doença cada vez que o tratamento é interrompido. Desta forma, existe a necessidade de definição de parâmetros ou testes laboratoriais que tragam maior segurança ao médico na tomada de decisão quanto à duração da terapêutica.

Antígenos


Ao longo dos anos, antígenos de P. brasiliensis derivados de filtrados de cultura ou das células leveduriformes lisadas têm sido utilizados em diagnósticos, na busca de um antígeno ideal, que seja fácil de preparar, possua uma longa vida útil, seja específico, reproduzível, sensitivo e confiável. Esse antígeno, porém ainda não foi encontrado (BRUMMER et. al., 1993).


Em nosso laboratório, o antígeno bruto de P. brasiliensis (PbAg), tem sido fracionado por troca iônica em coluna de Q-Sepharose acoplada a sistema de FPLC apresentando sete frações distintas que foram capazes de produzir uma resposta imune humoral com produção de anticorpos em coelhos. Componentes da fração II induziram formação de granuloma in vitro com produção de TNF-α e baixa ou ausente produção de IFN-γ por células mononucleares de pacientes com PCM. Antígenos da fração 0 foram capazes de, in vitro, induzir uma alta produção de IL-10, com uma pequena proliferação de células mononucleares de pacientes com PCM (Diniz et. al., 2001).

        Componentes da fração II também foram capazes de conferir proteção em camundongos BALB/c infectados com P. brasiliensis. A fração 0 foi capaz de controlar a infecção do fungo em PCM experimental, reduzindo a 0 o número de CFUs (unidades formadoras de colônia) no baço e no fígado, após 3 meses de infecção (DINIZ et. al., 2004). Esses dados mostram a importância dos componentes antigênicos presentes nas frações 0 e II na patogenicidade do fungo, e tornam-nas viáveis candidatas a comporem uma vacina contra P. brasiliensis. Nesse contexto torna-se necessário um estudo mais detalhado dessas frações, para que seja traçado um perfil imunológico onde se possa conhecer quais das suas proteínas realmente possuem um importante papel imunogênico na infecção, apresentando, um importante papel na proteção e diagnóstico da PCM. A fração 0 por ser a mais reativa e a de mais fácil obtenção, uma vez que possui maior concentração protéica foi a escolhida para a realização do presente trabalho.

IV – OBJETIVOS

Objetivos


Objetivo geral:


Purificar, identificar e caracterizar proteínas presentes na fração 0, obtidas a partir de antígenos fracionados de P. brasiliensis (PbAg) , importantes na proteção e no diagnóstico da paracoccidioidomicose.

        Objetivos específicos:
· Fracionar o antígeno bruto de P. brasiliensis (PbAg) em coluna de Q- Sepharose acoplada a sistema de FPLC, a fim de obter a frações 0;
· Avaliar o perfil eletroforético das frações obtidas no fracionamento do antígeno bruto de P. brasiliensis;
· Refracionar as proteínas da fração 0 em coluna Mono-S acoplada ao sistema de FPLC;
· Avaliar o perfil eletroforético dos picos obtidos no refracionamento da fração 0;
· Identificar, através de ensaios de Western Blot, bandas protéicas dos picos obtidos no refracionamento da fração 0, que são especificamente reconhecidas pelos soros de pacientes com paracoccidioidomicose;

· Determinar a seqüência de aminoácidos das bandas protéicas mais reativas ao soro de pacientes com PCM, através de um seqüenciador de aminoácidos;

· Analisar as seqüências obtidas, através da comparação com seqüências presentes em um banco de dados.

V - METODOLOGIA
Metodologia

1- Microorganismo

P. brasiliensis isolado virulento humano, Pb 18, foi cultivada em meio YPD Agar, à temperatura de 35°C, com repiques semanais.


O meio de cultura foi preparado seguindo-se o seguinte protocolo:
                Extrato de levedura................. 5 g/l

                Peptona de carne..................... 5 g/l

                D glucose................................ 15 g/l

                Agar......................................... 15 g/l

2- Preparações Antigênicas

2.1 - PbAg


PbAg foi obtido, como descrito por Diniz (1999), por rompimento mecânico de células leveduriformes, com crescimento de 7 dias utilizando pérolas de vidro, por 45 ciclos de 30 seg no vortex e 30 seg de descanso em banho de gelo. O monitoramento da porcentagem de rompimento (> 90 %) foi realizado por microscopia óptica. O lisado foi centrifugado a 5000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante foi então ultracentrifugado por 37 000 rpm durante 1:30 h a 4 ºC. O sobrenadante obtido foi filtrado, seu conteúdo protéico dosado pelo método de Bradford (Bradford, 1976) e mantido a -20 ºC.

2.2 - Antígenos fracionados a partir de PbAg


PbAg (30 mg) obtido em 20 mM Tris-HCl, pH 9.6 foi utilizado em cromatografia de troca-iônica em coluna (5 mm X 90 mm) de Q-Sepharose pelo sistema de FPLC (Pharmacia, Uppsala, Sweden). Proteínas foram eluídas com múltiplos aumentos da concentração de NaCl até 1M interrompido por intervalos de gradientes mantidos a 0, 60, 120, 200, 300, 450 e 700 mM em 20 mM Tris-HCl, NaCl 1 M pH 9.6, como descrito por Diniz (1999). As frações 0 contendo as proteínas eluídas foram concentradas por liofilização, dialisadas contra tampão citrato, 20 mM, pH 4.6, esterilizadas por filtração e o conteúdo protéico foi dosado pelo método de Bradford (Bradford, 1976), para que as frações fossem refracionadas.

2.3- Refracionamento da fração antigênicas F0 por troca iônica

          A fração F0 obtida anteriormente, já em tampão citrato, pH 4.6 foi refracionada em coluna Mono-S pelo sistema de FPLC (Pharmacia, Uppsala, Sweden), os picos obtidos foram concentrados por liofilização e dializados contra PBS 0,005M para posterior análise de suas proteínas.    

3- Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS 
 
A análise eletroforética de proteínas foi realizada em géis de poliacrilamida com SDS, como descrita por Laemmli (1970), no sistema da Bio Rad. As proteínas foram fervidas por 2 min em tampão da amostra (Tris-HCl 0,065 M, pH 6,8, SDS 2%, β-mercaptoetanol 2%, glicerol 10% e azul de bromofenol 0,002%), e separadas em gel contendo poliacrilamida (10%), bis-acrilamida (0,26%) e SDS (0,1%), em Tris-HCl 0,375 M, pH 8,8. O gel de concentração foi constituído de poliacrilamida (3%), bis-acrilamida (3%) e SDS (0,1%), em Tris-HCl 0,125 M. pH 6.8. Os géis de separação e concentração foram polimerizados na presença de persulfato de amônio (0,1%) e TEMED (1:2.000, v/v). A separação foi feita em tampão de corrida constituído de Tris (0,025 M), glicina (0,192 M) e SDS (0,1%), pH 8,3 em uma voltagem constante de 60 V. Após a eletroforese, os géis foram corados pelo azul de Coomassie, ou pela Prata ou então transferidos para membrana de nitrocelulose. 


Coloração do gel:


- Prata amoniacal


Segundo técnica descrita por Wray et. al. (1981), modificada, o gel foi previamente fixado em metanol a 50% por quarenta e oito horas, sofreu incubação em solução contendo 0,6% AgNO3 em hidróxido de amônio e hidróxido de sódio (solução corante) por 15 minutos, sob agitação. Após lavagem com água bidestilada, solução de 0,05% formaldeído e 0,0056% ácido cítrico (solução reveladora) foram colocadas sobre o gel, até que se obteve coloração satisfatória. O gel foi então fotografado e preservado em folha de papel celofane.


- Azul de Coomassie


O gel foi incubado por duas horas em solução 15% metanol, 7% ácido acético e 0,5% “Coomassie Brilliant Blue” R250. A seguir a solução 10% metanol 5% ácido acético foi utilizada para a remoção do excesso de corante. O gel foi então fotografado e preservado em folha de papel celofane.

4- Eletrotransferência de proteínas – “ Western Blot ”

Segundo técnica adaptada a partir de “Towbin et al.” (1979), após a corrida eletroforética dos picos do refracionamento, o gel foi colocado sobre membrana de nitrocelulose, ambos embebidos em tampão Tris 0,025 M, glicina 0,192 M e metanol 20%, pH 8,3,. O sistema foi colocado em cuba específica para eletrotransferência sendo submetido a voltagem constante de 100V durante uma hora em banho de gelo. Após ser retirada do sistema,  a membrana foi bloqueada por 1 h em PBS 0,15 M contendo 1,6% de caseína. Após lavagens com tampão PBS Tween 0,005M, a membrana foi incubada por 1h com o anticorpo específico, (pool de soro de pacientes com PCM), diluídos em PBS 0,15 M contendo 0,25% de caseína e 0.05 % Tween 20 nas proporções previamente discutidas e estabelecidas. Após 1 h de incubação com anticorpo anti-imunoglobina acoplado a fosfatase alcalina (conjugado), a membrana foi revelada em tampão contendo 100 mM tris HCl, 100 mM NaCl e 5 mM MgCl2, além de 3.3 mg/mL dos substratos BCIP ( “5-bromo 4-cloro 3- indolyphosphate p-toluidine salt”) e NBT (“Nitroblue Tetrazolium Chroride”).

A solução foi interrompida com H2O destilada. A membrana foi posteriormente fotografada.

5- Seqüênciamento de aminoácidos das proteínas de interesse

Após o refracionamento, as proteínas foram então separadas, por SDS-PAGE 10% e transferidas para uma membrana de PVDF e coradas com Ponceau S. As três bandas mais evidenciadas no Western-blot foram cortadas e eluídas da membrana de PVDF por digestão pela tripsina e posteriormente submetidas à um seqüenciador de aminoácidos, onde foi seqüenciada a porção aminoterminal dessas proteínas, segundo protocolo de Edman, 1976. 

6- Análise das Seqüências obtidas

As seqüências de aminoácidos obtidas no sequenciamento descrito anteriormente, foram submetidas ao programa BLASTp (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) onde suas seqüências foram comparadas com as seqüências protéicas presentes nos bancos de dados. O programa utilizado utilizou os seguintes parâmetros: “expect” de 20.000, “WORD SIZE” de 2 e “MATRIX” PAM 30. Foram consideradas sequencias que possuiam homologia na região n-terminal e que possuiam peso molecular aproximado do peso molecular da proteína analisada.

VI – RESULTADOS
Resultados

1- Fracionamento do antígeno bruto de P. brasiliensis por FPLC


O fracionamento do antígeno bruto de P. brasiliensis (PbAg) em coluna de Q-Sepharose acoplada a sistema de FPLC proporcionou a obtenção de sete picos distintos, fornecendo o gráfico representado na figura 7, que foram separados e denominados de fração 0, I, II, III, IV, V e VI, tendo sido eluídas em gradientes de salinidade de 0%, 6%, 12%, 20%, 30%, 45% e 70%, respectivamente. Para cada intervalo de gradiente é possível observar picos característicos. Análises dessas frações por SDS-PAGE 10% mostraram múltiplas bandas protéicas, distintas em cada fração, com pesos moleculares variando entre 200 e 14 KDa (Figura 8).
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Figura 7: Perfil da cromatografia de PbAg em coluna de Q- Sepharose acoplada à sistema de FPLC. As proteínas foram eluídas em tampão Tris-HCl 20 mM, ph 9,6 com uma elevação crescente do gradiente até 1M de NaCl, interrompidos por intervalos de  0 mM (fração 0), 60 mM (fração I), 120 mM (fração II), 200 mM (fração III), 300 mM (fração IV), 450 mM (fração V) e 700 mM (fração VI).
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TABLE 9. Current therapics for paracoccidioidomycosis
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Figura 8: Gel de SDS-PAGE 10% corado por Azul de Comassie, com as frações resultantes do fracionamento de PbAg em coluna Q-Sepharose acoplada à sistema de FPLC. Alíquotas de 20 (g de cada preparação antigênica foram separadas em gel de poliacrilamida 10%, sob condições redutoras e posteriormente foram coradas por azul de comassie. PM- Peso molecular; PbAg e frações obtidas no refracionamento de PbAg.

2- Refracionamento da fração 0 de antígenos de P. brasiliensis por FPLC


O refracionamento da fração 0 em coluna Mono-S acoplada a sistema de FPLC, foi capaz de definir 3 picos distintos que foram separados, por uma elevação crescente do gradiente de salinidade, de 0 a 100%, e denominados de pico 1, 2 e 3, respectivamente, fornecendo o perfil cromatográfico representado na figura 9, onde é possível observar os três picos característicos obtidos. Análises desses picos por SDS-PAGE 10% mostraram múltiplas bandas protéicas, distintas nos dois primeiros picos. O pico 1 apresentou bandas protéicas que variaram entre 120 e 18,4 KDa, já o pico 2 apresentou bandas protéicas com pesos entre 66 e 18,4 KDa. Não foi detectada nenhuma banda protéica detectável na coloração pela prata no pico 3 em SDS-PAGE 10%. A fração 0 foi utilizada apenas a título de comparação  (Figura 10).
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Figura 9: Perfil com os picos do refracionamento da F0 de PbAg, realizado em coluna Mono-S acoplada à sistema de FPLC. As proteínas foram eluídas em tampão citrato 20 mM, ph 4,6 com uma elevação crescente do gradiente até 1M de NaCl.
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Figura 10: Gel SDS-PAGE 10%, corado pela prata, com os picos do refracionamento da F0 de PbAg em coluna Mono-S acoplada a sistema de FPLC (em duplicata). Alíquotas de 1 (g de cada preparação antigênica foram separadas em gel de poliacrilamida 10%, sob condições redutoras e posteriormente foram coradas pela prata. PM- Peso molecular; F0- fração 0; Pico 1, Pico 2 e Pico 3 obtidas no refracionamento da Fração 0 de PbAg. Notem no pico 3 a ausência de bandas protéicas detectáveis na coloração pela prata.

3- Reatividade de anticorpos de pacientes para a fração 0 e para os picos 1 e 2

[image: image13.wmf]
Para demonstrar o reconhecimento de proteínas presentes na fração 0 e nos picos 1 e 2 por anticorpos presentes nos soros de pacientes com paracoccidioidomicose e avaliar quais proteínas estariam envolvidas nesse reconhecimento, os dois picos que apresentaram bandas protéicas foram submetidos à técnica de Western-blot. A membrana contendo os picos 1 e 2 foi incubada com soro de pacientes. Basicamente três proteínas principais puderam ser evidenciadas, com pesos aproximados de 27, 43 e 81 KDa no pico 2. O pico 1 demonstrou 2 bandas protéicas reconhecidas por soro de pacientes com PCM, com pesos de aproximadamente 43 e 39 KDa, porém essas proteínas foram menos evidenciadas do que as presentes no pico 2. A fração 0 foi utilizada apenas a título de comparação (Figura 11).

Figura 11: Membrana de nitrocelulose do ensaio de Western Blot realizado com a F0 de PbAg e os picos do refracionamento da mesma. Experimento realizado com um pool de soros de pacientes com PCM. As setas vermelhas evidenciam as três bandas mais evidenciadas pelo soro de pacientes, todas pertencentes ao pico 2. As setas azuis evidenciam as 2 bandas protéicas mais evidenciadas no pico 1.

4- Seqüenciamento de aminoácidos das proteínas de interesse e análise em banco de dados


Para caracterizar as três bandas protéicas mais evidenciadas por soro de pacientes, foi realizado o seqüenciamento de aminoácidos da porção aminoterminal desses antígenos e posteriormente esses dados foram submetidos ao programa BLASTp onde suas seqüências foram comparadas com as seqüências protéicas presentes nesse banco de dados. Segundo esse programa a proteína de 27 KDa já foi descrita para o mesmo microorganismo (P. brasiliensis), como é visível na figura 12. O mesmo também ocorreu com a proteína de 43 KDa, que provavelmente corresponde à proteína imunodominante do fungo, gp43 (Figura 13). Porém, a proteína de 81 KDa, cuja seqüência pode ser vista na figura 14, quando também submetida ao programa BLASTp não apresentou homologia significativa com nenhuma outra proteína. 
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Figura 12: Dados de homologia para a banda protéica de 27KDa, demonstrando que a mesma já foi descrita anteriormente para o mesmo microorganismo.
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Figura 13: Dados de homologia para a banda protéica de 43KDa, demonstrando que a mesma já foi descrita anteriormente para o mesmo microorganismo.


Figura 14: Dados de homologia para a banda protéica de 81KDa, demonstrando a seqüência obtida e a ausência de homologia significativa entre essa proteína e outras presentes no banco de dados.

VII - DISCUSSÃO

Discussão


Em nosso laboratório, o antígeno bruto de P. brasiliensis (PbAg), tem sido fracionado por troca iônica em coluna de Q-Sepharose acoplada a sistema de FPLC apresentando sete frações distintas que foram capazes de produzir uma resposta imune humoral com produção de anticorpos em coelhos. Além de apresentar importantes achados na imunidade celular e na proteção e controle da infecção. (DINIZ et al., 2001)


Os estudos abordados anteriormente demonstraram a eficácia da técnica de fracionamento empregada, pois é capaz de fracionar preparações complexas como PbAg em amostras mais simples, cada uma contendo uma quantidade menor de proteínas na forma líquida, em um pequeno volume, e em uma concentração relativamente alta, com uma taxa de recuperação maior que 90%. Além de demonstrar a importância dessas frações para o estudo da patogenicidade do fungo e tornar as frações 0 e II viáveis candidatas a comporem uma vacina contra P. brasiliensis.


Esses resultados acima relatados revelaram a necessidade de um estudo mais detalhado das frações 0 e II, no qual fosse traçado um perfil imunológico onde se pudesse conhecer quais das suas proteínas realmente possuem um importante papel na proteção e diagnóstico da PCM. Nesse contexto, foi proposta a presente monografia, com o intuito de caracterizar essas frações, mais especificamente a fração 0 por ser a fração mais reativa, pois segundo Diniz, 1999 essa fração apresentou a mais alta reatividade com todos os soros de pacientes testados e, também por ser a de mais fácil obtenção devido à sua maior concentração protéica que pode ser visualizada no gráfico referente ao fracionamento de PbAg (Figura 7), presente nos resultados desta monografia.


Quando foi proposto o projeto de pesquisa envolvendo o estudo da fração 0 o primeiro passo foi repetir o fracionamento de PbAg, já realizado anteriormente, para que fosse obtido uma quantidade suficiente de amostra, na qual a concentração protéica fosse ideal para a realização dos experimentos posteriores.


O gráfico referente ao fracionamento de PbAg foi equivalente ao obtido por Diniz, 2001, o que além de validar os experimentos realizados demonstra a reprodutibilidade da técnica. 


Posteriormente, foi realizada uma caracterização do perfil eletroforético das frações obtidas no fracionamento, o qual também foi equivalente ao obtido por Diniz, 2001, o que também demonstra a reprodutibilidade da técnica.


Após a obtenção da fração 0, a mesma foi submetida a um refracionamento. O gráfico obtido mostrou a presença de três picos característicos. Sendo que a análise eletroforética dos mesmos demonstrou a presença de bandas protéicas distintas nos dois primeiros picos, mostrando a eficácia da técnica em separar preparações complexas em amostras que diferem quanto a composição protéica. O pico três não apresentou nenhuma banda, o que pode ser explicado por uma baixa concentração protéica, uma vez que o pico referente a essa fração apresenta-se com uma concentração protéica bem menor que os outros, o que pode ser visualizado no gráfico representado na figura 9.  A ausência de bandas, neste pico, pode também ser explicada pela presença de proteínas de baixo peso molecular que não seriam detectadas pela anáise em SDS-PAGE 10%.

Em seguida à caracterização molecular, foi realizada a caracterização imunológica, através de ensaios de Western-blot, com soro de pacientes com PCM, dos dois primeiros picos, pois o terceiro não apresentou nenhuma banda protéica no gel de eletroforese. O resultado obtido demonstrou três bandas mais evidenciadas por soro de pacientes presentes no pico 2, com pesos de aproximadamente 27, 43 e 81KDa.


As três proteínas mais evidenciadas por soro de pacientes foram então submetidas ao seqüenciamento de aminoácidos, com o objetivo de buscar homologia entre as seqüências obtidas e as seqüências presentes no banco de dados (BLASTp). Essa análise revelou que as proteínas de 27 e 43KDa já foram descritas para esse mesmo microorganismo. Sendo que a de 43KDa provavelmente constitui a proteína imunodominante do fungo (gp43), pois como foi descrito por Diniz, 1999, essa proteína já havia sido evidenciada nessa fração. Além do que, a seqüência obtida apresentou uma homologia de 100% com essa proteína imunodominante do fungo. Já a proteína de 27KDa provavelmente constitui a proteína de mesmo peso descrita e caracterizada por McEwen et al, 1996, como uma proteína específica do fungo.


A proteína de 81 KDa, porém não apresentou homologia significativa com nenhuma outra proteína no banco de dados utilizado. O que sugere que essa seja uma proteína ainda não descrita e específica do fungo.


A pesquisa e produção de antígenos bem caracterizados é um campo de grande importância. No futuro, esses antígenos, provavelmente irão substituir a maioria das preparações diagnósticas atuais, as quais exibem maiores desvantagens, tais como reatividade cruzada, baixa especificidade e falta de reprodutibilidade.  Além disso, é de se esperar que a alta especificidade dos antígenos recombinantes ocupe importante papel em estudos apontando para a definição de problemas relacionados à ecologia de microorganismos. Além de abrir caminho para produção de vacinas.


Nosso principal objetivo atual de pesquisa fundamenta-se em um estudo mais detalhado da proteína de 81KDa, através da clonagem, seqüenciamento e melhor caracterização da mesma. Pois esses aspectos de investigação podem ser decisivos para o desenvolvimento de técnicas preventivas, diagnósticas e imunoterapêuticas.

VIII – CONCLUSÃO

Conclusão
Através da realização do presente trabalho foi possível concluir que as técnicas de fracionamento e refracionamento adotadas são eficientes e possuem grande reprodutibilidade. O refracionamento levou a obtenção de três picos distintos e dois deles apresentaram um perfil protéico diferenciado em gel de eletroforese SDS-PAGE 10%. O pico 2 obtido no refracionamento da fração 0 de PbAg possibilitou a identificação de uma nova proteína com peso de aproximadamente 81 KDa, que foi reconhecida por soro de pacientes com PCM. Esse pico também possibilitou o reconhecimento, por soro de  pacientes com PCM, de outras duas proteínas uma de 43KDa, equivalente a proteína imunodominante do fungo gp43 e a outra de 27 KDa, equivalente a proteína de mesmo peso descrita e caracterizada por McEwen et. al. (1996) como uma proteína específica do fungo. 
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81 kDa antigen [Paracoccidioides brasiliensis]





Não foi encontrada nenhuma homologia significativa com outra proteína presente no banco de dados





a: N-terminal sequence of PB81: EPPPPPPPPPPPPPPPPPPP


This peptide was compared to protein sequences deposited in non-redundant databases, using the Basic Local Alignment Search Tool program, BLASTp





Immunodominant antigen Gp43 [Paracoccidioides brasiliensis]





mnfsslnlalascvlawvclasasshvashivprqagsaiygvniggwlllepwispsvfeaggsssvdeytlsknlgrdakrhlskhwdtfiteddfkniaaaglnhvripigywavnpiegepyvqgqldyldkalvwaknsnlrvvidlhgvpgsqnfdnsghrgainwqkgdtirqtliaihtlairyanrtdvvdsielvnkpsipggvqvsllkeyyedgyhivrdidstvgvsisdaslpprtwngflapktyknvyidtyhnqvfddifrtftidqhvklacslphgrlrgadkplivkewsgamtdcamylngrgigsrfdgsfpsgkpsgacgarskgssselsaqqkkdtllyieaqldafevgagwyfwtwktegapgwdmqdllnqklfpqpiwarkyggcr


Homologya�
Animal�
Length�
Similarity�
Identity�
Score�
�
Immunodominant antigen Gp43 


�
Paracoccidioides brasiliensis�
416 aa�
12/12 (100%),�
12/12 (100%)�
38.4 �
�
a: N-terminal sequence of PB43: AGSAIYGVNIGGAGSAIYGVNIGG


This peptide was compared to protein sequences deposited in non-redundant databases, using the Basic Local Alignment Search Tool program, BLASTp.








27 kDa antigen [Paracoccidioides brasiliensis]





aralssdelktvvsvlaqkldslnidyaimggaatcllsgdpnrrtedvdlvihvdhrkitadnlttqllksfpsdfegvsqfghtipayklrrpggtvqlvvelevfdyqswpqrpqydlqtatrttlningqkvklfspewilrekilsqyqrqgsrkegtdirdiismiplavpgkpelnfnqsqelqtalanlvqkrpdlssalkakikcsavfhn





Homologya�
Animal�
Length�
Similarity�
Identity�
Score�
�
27 kDa antigen�
Paracoccidioides brasiliensis�
220 aa�
7/7 (100%)�
7/7 (100%)�
24.0 �
�
a: N-terminal sequence of PB29: A P L S I Y E L K T V V S


This peptide was compared to protein sequences deposited in non-redundant databases, using the Basic Local Alignment Search Tool program, BLASTp
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