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Introdução

Paracoccidioides brasiliensis é um fungo patogênico, termo-dimórfico, agente etiológico da paracoccidioidomicose (PCM). A doença é uma micose sistêmica, de natureza granulomatosa, endêmica e prevalente na América Latina. Há numerosos casos relatados na Colômbia, Venezuela, e no Brasil, recordista nestes relatos, a PCM ocorre em diversas regiões, especialmente no sudeste - São Paulo e Minas Gerais. 

Admite-se que os esporos ou conídias produzidos pelo fungo em sua fase micelial representam a unidade infectiva de P. brasiliensis, cuja inalação (com subseqüente conversão a levedura, na temperatura tecidual do hospedeiro) pode gerar um foco infeccioso pulmonar, primário, capaz de eliminar ou manter fungos quiescentes. A doença pode surgir por progressão direta do complexo primário, por reativação dos focos quiescentes ou por reinfecção exógena, apresentando múltiplas manifestações e duas formas clínicas progressivas são reconhecidas: a forma aguda (tipo juvenil) e a forma crônica. O diagnóstico da PCM, até então, é realizado através da identificação de células leveduriformes em biopsias ou em outros materiais patológicos.

Nosso projeto tem como tema principal o desenvolvimento de um método de diagnóstico barato, através de analises sorológicas do paciente, usando ensaios de ELISA e Western blot.
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Objetivo
Objetivo geral

Avaliação bioquímica e imunológica de exoantígenos de P. brasiliensis para possível utilização em imunodiagnósticos de PCM.

Objetivos alcançados

· Padronização da obtenção de exoantígenos, apartir de colônias fúngicas de P. brasiliensis cultivadas em meio de cultura sólido.

· Identificação bioquímica por eletroforese dos componentes protéicos presentes na preparação de exoantígenos.

· Padronização do método de ELISA para avaliação do uso de exoantígenos em imunodiagnóstico.

· Realização de ensaios experimentais de diagnóstico pelo método de ELISA.

· Identificação de bandas protéicas imunogênicas, presentes na preparação antigênica.

· Avaliação de bandas com reconhecimento conservado por soros de pacientes com PCM para possível utilização em imunodiagnóstico. 

Procedimentos

1a parte
1- Microrganismo

P. brasiliensis isolado virulento humano, Pb 18, foi mantido em meio de cultura sólido a 35ºC. Foram realizados repiques semanais para a manutenção do crescimento exponencial do fungo.

2- Meios de cultura

2.1- Meio sintético (MS) – O meio de culltura MS é composto de glicose 1%, fosfato de potássio monobásico 0,15%, sulfato de magnésio 0,05%, cloreto de cálcio 0,015%, sulfato de amônio 0,2%, L-asparagina 0,2%, L-ciistina 0,02%, suplemento vitamíniico 10ml/L, elementos traços 1ml/L e ágar 1,5%. A L-cistina foi diluída separadamente em um béquer sob aquecimento. Para uma total solubilização foi acresentado NaOH, sob agitação, até a solução se tornar límpida.


2.2 - Meio YPD – O meio de cultura YPD é composto de extrato de levedura 0,5%, peptona 0,05%, D-glucose 1,5% e ágar 1,5%.


Ambos meios de cultura foram autoclavados a 121oC, por 15 minutos. O meio de cultura foi diistribuido em tubos de 50ml (Falcon®), em um volume de 15 ml.

3- Preparação de exoantígenos

As células leveduriformes, isenta de meio de cultivo, foram submetidas a uma rápida agitação com PBS 0,15M, no vortex, por 30 segundos, para a retirada de todo antígeno presente na superfície da célula fúngica. A solução foi centrifugada a 12,000 rpm, por 10 min, a 4oC e o sobrenadante foi então estocado e denominado de exoantígeno (Mexo). O cálculo do conteúdo protéico foi realizado pelo método de Bradford (Bradford, 1976) e o antígeno mantido a -20ºC.

4- Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS (SDS-PAGE)

A análise eletroforética de proteínas foi realizada em gel de poliacrilamida contendo 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%, -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 80 V, por aproximadamente 90 minutos.

5- Evidenciação dos exoantígenos usando coloração pela prata


O gel foi submergido em um grande volume de solução fixadora de gel (metanol 50%, ácido acético 12%). Após 10 minutos, o gel foi lavado 3 vezes em etanol 50%, por 20 minutos cada.  O gel foi, então, submerso por 1 minuto em solução de tiosulfafto de sódio (0,2g/L) e imediatamente lavado 3 vezes com água, por 20 segundos cada. O gel foi, então, colocado, por 20 minutos, em solução de nitrato de prata (nitrato de prata 2g/L, formaldeido 0,75ml/L) e após 2 lavagens com água, por 20 segundos cada, as bandas foram visualizadas na presença da solução reveladora (carbonato de sódio 60g/L, formaldeido 0,5ml/L, tiosulfato de sódio 4mg/L).

2a parte

6- Obtenção do soro de coelho anti-exoantígeno

Para a caracterização imunológica dos componentes antigênicos constituintes do exoantígenos, anticorpos reativos para a preparação antigênica foram produzidos em coelhos “New Zelland”. Os animais foram imunizados via intramuscular com 500g de exoantígeno a intervalos de 15 dias, sendo a primeira imunização com adjuvante completo de Freund’s e as outras duas com adjuvante incompleto de Freund’s. O sangue foi puncionado da veia auricular dos coelhos 7 a 15 dias após cada imunização. Sete dias após a última imunização, foi realizado uma punção cardíaca para obtenção do soro imune. A reatividade dos soros obtidos foi monitorada através de ensaios de ELISA.

7- Padronização do ensaio de ELISA
Para verificar a presença de componentes antigênicos capazes de serem reconhecidos por anticorpos presentes no soro de pacientes com PCM, foram realizadas reações de ELISA em placas de 96 cavidades, em duplicatas. No ensaio de padronização, as proteínas testadas como antígenos foram adsorvidas na placa a partir de uma solução de 10g/ml, em tampão carbonato 0.5 M. pH 9.6, por 18h a 4oC, em volume final de 100l. Os bloqueios dos sítios livres foi feito com 150l de PBS 0,15M, 1,6% Caseína, a temperatura ambiente, durante 1h. Em seguida foi realizada a reação com soros de pacientes diluídos (1:200 a 1:3.200) em PBS 0,15M, 0,25% Caseína (PBS-C), a t. a., por 1h. Após esta incubação, as cavidades foram lavadas 10 vezes com PBS 0,05, 0,005% Tween 20 (PBS-T) e incubadas por 1h a t. a. com anticorpo anti-IgG humana conjugado à peroxidase diluído (1:5.000). As cavidades foram novamente lavadas 10 vezes com PBS-T e reveladas com 100l de solução reveladora (34mg de OPD e 20l de peróxido de hidrogênio para 100ml de tampão citrato/fosfato 0,15 M, pH 5,0). A interrupção da reação foi feita com 50l de solução de ácido sulfúrico (1:20) e a leitura espectofotométrica feita a 492 nm. A padronização do ensaio de ELISA foi idealizado com diluição do soro humano de 1:400.

3a parte

8- Transferência do gel de poliacrilamida para membranas de nitrocelulose.


Géis de poliacrilamida SDS-PAGE eletroforados, contendo 300g de Mexo foram transferidos para membranas de nitrocelulose utilizando sistema TransBioRad. O sistema de transferencia foi montado apartir de um sanduiche de três papeis de filtro, o gel, a membrana e mais três papeis de filtro, seguindo a orientação. O sanduiche foi, então, embebido em tampão de transferência (Tris 0,025 M, glicina 0,192 M) por 1 h a 100 volts.

9- Western Blot

Após transferência das membranas, as mesmas foram bloqueadas com PBS 0,15M, 1,6% caseína por 1 h. As membranas bloqueadas foram colocadas em sistema BioRad Mini-Protean Multi Screan e reagidas com soros de pacientes com PCM e indíviduos normais, individualmente, por 1h a 37oC. Após sucessivas lavagens com PBS 0,05M, Tween 20 0,005%, as membranas foram incubadas com annticorpos de cabra anti-IgG humana conjugado a fosfatase alcalina, por 1h a 37oC. As membranas foram então lavadas e reveladas com 33l de BCIP e 44l de NBT em 10ml de tampão da fosfatase alcalina, pH 9.6.

Resultados alcançados
1a parte



O cultivo do P. brasiliensis em meio sólido YPD foi mais eficiente na obtenção de uma grande quantidade de massa celular para a obtenção de exoantígeno em relação ao meio sintético (MS). Após 7 dias de cultura em YPD verificou-se a presença de aproximadamente 5g de massa fúngica por tubo de cultura, enquanto que a cultura em meio MS apresentou massa fúngica de aproximadamente 3 g por tubo. A utilização do meio de cultura YPD no lugar do meio sintético (MS) se mostrou mais eficiente e por isso foi o meio de cultura escolhido para o cultivo de P. brasiliensis ao longo do projeto. 

Apesar do meio YPD possuir extrato de levedura em sua composição, que representa a existência de proteínas com possibilidade de contaminar as preparações antigênicas, foi possível obter exoantígenos livres de proteínas do meio YPD. Como podemos observar nos perfis eletroforéticos  de exoantígenos preparados em meio MS e em meio YPD, a quantidade e a disposição das bandas protéicas são as mesmas. Isto nos indica a ausência de contaminantes na preparação antigênica, uma vez que o meio de cultura MS não possui, em sua composição, nenhum componente protéico, apenas aminoácidos.



Para avaliar a eficiência da obtenção de exoantígenos pelo método por nós desenvolvidos, o conteúdo protéico da preparação antigênica foi dosado pelo método de Bradford .Este método utiliza uma curva padrão apartir de uma solução com concentração conhecida de 1mg/ml. Os resultados são determinados para cada amostra, em espectofotômetro, usando a densidade óptica de 490nm. O rendimento protéico das preparações antigênicas foi de 1,3mg/ml, em média. Para o cálculo da concentração da amostra utiliza-se a fórmula Y = A + B * X, onde Y é a absorbância da amostra a 490nm e X é o valor da concentração da amostra em 20l. Os valores de A e B são obtidos apartir do cálculo da regressão linear da curva padrão (Fig.2).
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Linear Regression for Data1_B:

Y = A + B * X

Param
Value
sd

A
0,03333
0,01247

B
0,08
0,01155

R  = 0,98974

SD = 0,00816, N = 3
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P = 0,09126
A composição antigênica das preparações de exoantígenos foi determinada pela análise eletroforética, em gel de poliacrilamida 10%, com SDS. O perfil eletroforético revelou a presença de várias bandas protéicas com diferentes pesos moleculares, variando de ~200Kda a ~20Kda, na preparação antigênica (Fig.3).





Até o presente momento podemos inferir que o método utilizado em nosso projeto para obter antígenos  do P. brasiliensis com uso potencial em imunodiagnóstico, se mostrou um método fácil, rápido e com grande reprodutibilidade.
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2a parte
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A preparação antigênica (Mexo) se mostrou altamente imunogênica, promovendo uma alta produção de anticorpos em coelhos “New Zeland”, como podemos observar pela alta titulação obtida a partir de ensaios de ELISA (Fig.4) 


Como podemos observar nos gráficos acima, o soro de coelho anti-Mexo foi capaz de reconhecer antígenos presentes tanto no exoantígeno (Mexo), quanto no extrato bruto (PbAg). Esse resultado comprova a presença de componentes do exoantígeno no extrato bruto de P. brasiliensis. O gráfico também nos mostra que foi possível titular o soro de coelho imunizado com Mexo até 1:3200, demonstrando sua alta imunogenicidade.


A reatividade dos soros de pacientes com PCM frente ao exoantígeno foi testada através de ensaios de ELISA. A padronização do ensaio foi obtida a partir de um ensaio de ELISA de titulação, utilizando soro de pacientes com PCM, tratados ou não, e soro de indivíduos saudáveis (Fig.5). Os resultados obtidos revelam a ausência de reatividade dos soros de indivíduos normais frente ao exoantígeno e, ainda, que a reação dos soros de pacientes com PCM a componentes presentes no exoantígeno é dependente de tratamento.
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A reatividade dos soros de pacientes com PCM e de indivíduos saudáveis foi testada frente ao extrato bruto de P. brasiliensis (PbAg), para atestar qual seria o melhor antígeno a ser utilizado para um possível imunodiagnóstico. A reatividade dos soros do paciente não tratado, DSB, e do indivíduo saudável, CAR, está representada na figura 6.
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Os resultados apresentados na figura 6 nos mostram uma maior reatividade do soro de paciente com PCM (DSB) frente ao Mexo quando comparado à reatividade apresentada frente ao PbAg. O PbAg também apresentou reação cruzada com o soro de indivíduo saudável (CAR). Isso nos permite afirmar a maior eficiência do exoantígeno em relação ao extrato bruto PbAg para o uso em imunodiagnóstiico.


Com a padronização dos ensaios de ELISA, soros de pacientes com PCM, tratados ou não, soros de pacientes com outras doenças (tuberculose e leishmaniose) e soros de indivíduos saudáveis foram testados, individualmente, frente ao exoantígeno(Fig.7) e ao PbAg (Fig.8), em uma diluição de 1:400.
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A figura 7 apresenta a reatividade de 87 soros, sendo 24 indivíduos normais, 21 pacientes com PCM não tratados, 23 pacientes com PCM tratados, 14 pacientes com tuberculose e 5 pacientes com leishmaniose. Podemos observar a alta reatividade apresentada por 100% dos soros de pacientes com PCM não tratados e, ainda, a ausência de reação cruzada com pacientes de outras doenças.




A figura 8 apresenta a reatividade de 41 soros, sendo 4 indivíduos normais, 8 pacientes com PCM não tratados, 10 pacientes com PCM tratados, 14 pacientes com tuberculose e 5 pacientes com leishmaniose. O perfil de reação do gráfico é semelhante com o perfil de reação apresentado no gráfico anterior (Fig.7), porém é possível notar uma diminuição no valor médio de absorbância da reação com soros de  pacientes com PCM não tratados frente ao extrato bruto PbAg (0.9908), quando comparado à reação frente ao exoantígeno (1.280). Podemos notar, ainda, o reconhecimento por soros de pacientes com Leishmaniose, demonstrando a existência de reação cruzada dos componentes presentes no extrato bruto PbAg com anticorpos do soro destes pacientes, o que não acontece com o Mexo.


Esses resultados nos permite determinar que o exoantígeno é um ótimo candidato para a confecção de um kit diagnóstico, tendo em vista sua performance nos ensaios de ELISA, diagnosticando, positivamente, 100% dos pacientes com PCM não tratados e diagnosticando, negativamente 100% dos soros de indivíduos saudáveis e de pacientes com outras doenças.

Os nossos estudos tendem agora para a identificação dos componentes protéicos envolvidos no reconhecimento dos soros testados, assim como verificar a presença de reação cruzada com outras micoses. A identificação dos componentes protéicos envolvidos no reconhecimento por soros de pacientes com PCM será feita através de ensaios de “western blot”.

3a parte


Os ensaios de Western blot, utilizando o Mexo como antíigeno da reação frente a diferentes soros de pacientes com PCM ou indivíduos normais ou, ainda, pacientes com doenças não relacionadas mostraram-se com uma alta especificidade com relação a bandas de baixo peso molecular a soro de pacientes com PCM não tratados (Fig. 9).









Bandas protéicas com peso molecular variando entre 30,0 e 20,0 kDa foram reconhecidas por, e somente, pacientes com PCM não tratados. Pacientes com PCM tratados não apresentaram anticorpos específicos contra bandas protéicas de baixo peso molecular. Esses resultados demonstram que o reconhecimento de bandas protéicas de baixo peso molecular estão envolvidos na fase inicial da doença e que o tratamento da PCM diminui ou abole este reconhecimento imunológico. O reconhecimento destes antígenos poderiam também determinar um indicador de cura em PCM.

A especificidade apresentada neste experimento por bandas de baixo peso molecular direciona nossos estudos para a purificação e caracterização dos componentes protéicos presentes nessas frações. Podemos ainda identificar a presença de uma banda protéica de aproximadamente 43,0 kDa reconhecida por todos os soros testados. Essa fração corresponde, provavelmente, a gp-43, uma proteína imunodominante largamente utilizada no diagnóstico de PCM. A inespecificidade dessa proteína por soros de pacientes com outras doenças já foi descrito na literatura e novamente observado em nossos experimentos. Esses  resultados transparecem ainda mais a necessidade de um diagnóstico mais confiável e específico em PCM.

A figura 10 apresenta o modelo que pretendemos utilizar para confecção de um teste diagnóstico para PCM que nos permita triar os indivíduos portadores da doença dentro de uma população. Este ensaio identifica, através da presença de uma banda colorida, os indivíduos positivos para antígeno de P. brasiliensis.



Fig.3- Gel de poliacrilamda 10%, com SDS (SDS-PAGE). Perfil eletroforético de Mexo preparado apartir de células fúngicas culltivadas em meio de cultura sintético (MS) e em meio de cultura YPD. PM é o marcador de peso molecular em KDa.
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Fig.1 – Dimorfismo termodependente de P.brasiliensis. O fungo apresente dimorfismo dependente da temperatura,onde a 25oC assumi a forma micelial e a 35oC a forma leveduriforme.





Fig.2 – Curva padrão para dosagem de Bradford. No gráfico, a linha vermelha representa a regreção linear da curva padrão. Os valores de A e B estão representados no quadro ao lado
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Fig.4 – Ensaio de ELISA de titulação do soro de coelho imunizado com exoantígeno. Soro de coelho pré-imune e imune (1a coleta e 2a coleta) foram testados em ensaio de ELISA na presença de exoantígeno (a esquerda) e extrato bruto (a direita). A titulação do soro foi feita a partir de diluições seriadas de 1:100 a 1:12.800.
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Fig – 5. Ensaio de ELISA de titulação dos soros de pacientes com PCM, tratados ou não, e indivíduos saudáveis. Os soros de pacientes com PCM, tratados ou não, e de indivíiduos saudáveis foram testados frente ao exoantígeno, em ensaio de ELISA de titulação. A titulação dos soros foi determinada a partir de diluições seriadas de 1:200 a 1:3200. * indica pacientes com PCM não tratados.
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Fig – 6. Ensaio de ELISA de titulação dos soros de paciente com PCM, DSB, e de indivíduo saudável, CAR, frente ao exoantígeno (Mexo) e ao extrato bruto de P. brasiliensis (PbAg). A reatividade do soro do paciente com PCM e do indivíduo saudável foi testada através de ELISA frente ao Mexo (preto) e ao PbAg (vermelho). 





Fig – 7. ELISA dos soros individuais testados frente ao exoantígeno. Soros individualizados de pacientes com PCM, tratados ou não, pacientes com tuberculose ou leishmaniose e soros de indivíduos normais foram testados frente ao exoantígeno (Mexo). O traço indica o valor médio da absorbância. * indica valor com significância analisado pelo teste ANOVA.
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Fig – 8. ELISA dos soros individuais testados frente ao extrato bruto PbAg. Soros individualizados de pacientes com PCM, tratados ou não, pacientes com tuberculose ou leishmaniose e soros de indivíduos normais foram testados frente ao extrato bruto de P. brasiliensis (PbAg). O traço indica o valor médio da absorbância. * indica valor com significância analisado pelo teste ANOVA.
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Fig – 10. Modelo de “imunoblotting” para diagnóstico sorológico em PCM. O anticorpo anti-IgG é fixado em uma membrana de nitrocelulose que é bloqueada com caseína. A linha controle é constituida de anticorpo anti-antígeno. O antígeno marcado com ouro coloidal é colocado no suporte do antígeno. O soro do paciente é colocado junto ao antígeno marcado e a reação se dá a partir deste ponto em direção ao papel de filtro.























Fig - 9. Ensaios de Western blot com Mexo. O antígeno Mexo foi transferido para membrana de nitrocelulose e reagido com diferentes soros. * indica pacientes com PCM não tratados, ! pacientes com PCM tratados, # indica indivíduos normais e + indica pacientes com doenças não relacionadas. Os soros testados foram diluídos 1:100 e revelados com anticorpos de cabra anti-IgG humana conjugado a fosfatase alcalina diluídos 1:5000. PM = peso molecular em kDa
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