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Resumo

O ensaio imunoenzimatico (ELISA) é utilizado com freqiiéncia no diagndstico
e acompanhamento de pacientes com paracoccidioidomicose, sendo a
sua sensibilidade e especificidade dependente do tipo de preparacao
antigénica utilizada. O objetivo deste trabalho foi avaliar a resposta imune
humoral no curso da infec¢ao experimental em camundongos, utilizando
antigeno somatico (PbAg) e antigeno liberado pelo Paracoccidioides
brasiliensis em meio liquido, o exoantigeno (exoAg). Os camundongos Swiss,
infectados com Pb18 foram sacrificados nos periodos de 7, 28, 56 ¢ 84
dias, tendo como controle camundongos inoculados com PBS. Placas de
ELISA sensibilizadas com ExoAg ou PbAg foram incubadas com amostras
de plasma dos animais, seguida de conjugado peroxidase anti-IgG de
camundongo ¢ OPD. Os resultados obtidos demonstraram aumento no
nivel plasmatico de IgG aos antigenos de P. brasiliensis apés 28, 56 e 84
dias de pos-infeccao, nao sendo observada diferenca significativa entre os
dois antigenos analisados. Concluimos pelo trabalho que a sensibilidade
de ELISA utilizando PbAg ou exoAg ¢ mesma na PCM murina.
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Abstract

Enzime-linked immunosorbent assay (ELISA) is frequently used in diagnosis
and follow-up of patients with paracoccidioidomycosis (PCM). Assay
sensitivity and specificity depend of kind of antigenic preparation used.
The aim of the present study was to evaluate the humoral immune response
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against the exoantigen (exoAg) liberated by Paracoccidioides brasiliensis
into liquid medium and somatic antigen (PbAg) by ELISA in the course of
experimental infection. Swiss mice, infected with yeast form of Pb18 and
sacrificed at 7, 28, 56 e 84 days post-infection and non-infected control
mice inoculated with PBS. Immunoplates sensitized with exoAg or PbAg
were incubated with plasma samples, anti-mouse IgG labeled with peroxidase
and OPD. The results demonstrated increased levels of IgG anti- P. brasiliensis
antigens after 28, 56 and 84 days post-infection, with similarities between
exoAg and PbAg. In conclusion, the sensitivity is same with exoAg and
PbAg in murine PCM.
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INTRODUCAO

A Paracoccidioidomicose (PCM) é uma doenca
granulomatosa crdnica causada pelo fungo dimorfico
Paracoccidioides brasiliensis. A doenc¢a ¢ endémica nos paises
da América Latina e o Brasil o pais com o maior nimero de
casos relatados. O diagnostico da doenca € realizado através
de identificacio do fungo em material biolégico ou exame
histopatolégico para identificacio do microrganismo. No
entanto, quando ndo € possivel é possivel a identificacao de
leveduras de P. brasiliensis através destas metodologias, a
utilizacdo de técnicas de imunodiagndstico torna-se necessaria,
a fim de identificar anticorpos especifico contra o fungo .

O ensaio imunoenzimitico (ELISA) tém sido proposto
nos ensaios de diagnoéstico e acompanhamento de pacientes
com PCM, devido a sua alta sensibilidade, comparado a outros
ensaios de imunodiagnéstico #*%. No entanto, a especificidade
do método é comprometida por reacdes cruzadas com soros
de pacientes com histoplasmose, lobomicose e tuberculose
relatadas em grau variavel, dependendo do tipo de preparacio
antigénica utilizada . Embora seja uma técnica menos
sensivel, a utilizacao de imunodifusao radial dupla ¢ um método
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confiavel para o diagnostico da PCM, devido a sua especificidade,
sendo que a presenca de bandas de precipitacio indicam a
presenca da doenca em fase ativa ©7 %,

O exoantigeno ¢ um antigeno produzido a partir de
moléculas liberadas pelo fungo em meio liquido e foi
introduzido inicialmente em técnicas de imunodifusao 7, sendo
também indicada no ELISA ©. Outras preparacoes antigénicas,
incluindo células rompidas mecanicamente também ja foram
utilizadas com a mesma finalidade ',

O objetivo deste trabalho ¢ avaliar a sensibilidade do ELISA
e da IDRD na evolugio da paracoccidioidomicose experimental,
frente a antigenos liberados para o meio extracelular (exoantigeno)
e antigenos somaticos do P. brasiliensis.

MATERIAL DE METODOS

Animais

Camundongos Swiss machos, 4 a 5 semanas,
aproximadamente 25 gramas, mantidos em biotério a 25°C e
alimentados ad libitum.

Microrganismos

P. brasiliensis, cepa 18, cultivado em agar Sabouraud
Dextrose 4% , mantido a 35°C, na fase leveduriforme e repicado
a cada 5 dias. O fungo foi colhido em salina estéril e a
concentracao de células foi ajustada a 1 x 10° células/mL.

Protocolo experimental

Os animais foram infectados com 100 pPL da suspensiao
de células, via endovenosa e sacrificados nos periodos de 7,
14, 28, 56 e 84 dias. Animais controle receberam apenas
salina estéril.
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Producao de antigeno somatico (PbAg)

Leveduras do P. brasiliensis, cepa 18, cultivadas nas
condicoes ja descritas, foram colhidas em PBS estéril, mortas
em nitrogénio liquido e centrifugadas em 12000rpm, 20
minutos, a 4°C. O sobrenadante foi armazenado a -80°C antes
do uso. A concentracio de proteinas foi avaliada em
espectrofotdmetro a 280 nm.

Producao de exoantigeno (ExoAg)

Leveduras de P. brasiliensis, cepa 339, foram cultivada
em mio liquido, nas condi¢cdes descritas previamente por
CAMARGO et al, 1988 @,

ELISA para deteccao de IgG anti-exoantigeno e anti-antigeno
somadtico

Placas de 96 orificios (TPP, Switzerland, Europe) foram
sensibilizadas com 100mL por orificio de exoantigeno (1mg/
mL) ou antigeno somitico (25pg/mL), diluido em tampao
carbonato bicarbonato (NaZCO3 1,59g, NaHCO, 2,93g, agua
destilada gsp 1000mL, pH 9,6) e incubadas por 1 hora, 2
37°C e overnight a 4°C. As placas foram lavadas 4 vezes em
tampao de lavagem (PBS pH 7,2, contendo 0,05% Tween 20
e leite desidratado 0,5%) e bloqueadas por uma hora em tampao
de bloqueio (PBS pH 7.2, contendo 0,5% Tween 20 e leite
desidratado 5%), a temperatura ambiente. As amostras de
plasma foram distribuidas em duplicatas, 100mL/orificio,
diluidas 1:10 em tampao de diluicio (PBS pH 7,2, leite
desidratado 0,5%) e incubadas por 1 hora, a 37°C. A placa foi
novamente lavada e adicionados 100pL/orificio de conjugado
anti-IgG de camundongo-peroxidase (A8729; 1:4000; Sigma-
Aldrich, St Louis, Missouri, EUA) e incubados por 1 hora, a
37°C. Ap6s a ultima lavagem, foram adicionado 100mL de
solucao reveladora (10 mL tampao citrato 0,1M pH 4,5, 5mg
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ortho-phenylenediamine, SUL H,O,) e a reacao foi
interrompida em 15 minutos, com 50mL de H,SO, 4N por
orificio. A leitura da placa foi realizada em Multiskan Reader,
a 492nm.

Analise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados por software Instat
2.0, utilizando andlise ANOVA, teste Tukey-Kramer,
considerando p<0,05 significativo.

RESULTADOS

ELISA

Os resultados obtidos foram expressos em média da
densidade 6ptica (D.O) a 492nm (Figura 1). O ELISA utilizando
ExoAg e PbAg em animais controle nio-infectados (0,058 +
0,002 e 0,036 + 0,001, respectivamente) e animais infectados
apos 7 dias (0,065 = 0,001 e 0,041 + 0,001) nao apresentaram
diferenca estatisticamente significante. Niveis plasmaticos
detectaveis de IgG anti-exoantigeno (0,258 + 0,016) e anti-
PbAg (0,271 + 0,074) foram observados somente apds 28
dias (p<0,05, em relacao ao respectivo grupo controle. Os
niveis de IgG anti-exoantigeno aumentaram significativamente
(p<0,001) em relacao aos grupos controle e nao infectados,
nos animais aos 56 (0,344 + 0,063) e 84 (0,401 + 0,048) dias
pos-infeccao. O mesmo perfil foi observado quando utilizado
o PbAg contra plasmas de 56 (0,393 + 0,029) e 84 (0,302 +
0,032) dias pos-infeccio.
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Figura 1. Niveis de IgG anti-exoantigeno (ExoAg) e anti-antigeno somatico
(PbAg) em plasma de camundongos Swiss infectados experimentalmente
com 10° células de Pb 18 na fase leveduriforme. O ELISA foi realizado em
placas sensibilizadas com 1mg/mL de ExoAg ou 25Hg/mL de PbAg e
incubadas com amostras de soro diluidas 1:10. Os resultados foram expressos
em densidade optica (D.O.) a 492 nm, considerando p< 0,05 significante
em relacdo ao controle nao infectado.

* p<0,05, em relacao ao grupo controle.

** p< 0,001, em relagio ao grupo controle.

DISCUSSAO

O desenvolvimento da resposta imune humoral e
producao de altos titulos de anticorpos especificos estio
associados a gravidade e disseminacao da PCM em pacientes
e animais experimentais “'V. O plasma de camundongos
infectados experimentalmente com P. brasiliensis e pacientes
com PCM apresentam IgG contra mais de 38 componentes
presentes em antigenos extraidos da fase leveduriforme do
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fungo, sendo o antigeno de 43 kDa reativo com 100% de
soros de pacientes com PCM 1213,

Em 1988, CAMARGO et al 7, sugeriram o uso de
exoantigeno produzido da fase leveduriforme de P. brasiliensis
339, para uso em testes de imunodifusao (ID). Por este ensaio,
os autores detectaram uma especificidade de 100% e
sensibilidade de 97,1%. A principal linha de precipitacio no
teste de ID corresponde aos anticorpos anti-gp43, portanto, a
presenca de altas concentracdes deste antigeno nas
preparacoes antigénicas confere maior sensibilidade ao método.
Embora os titulos de anticorpos especificos, detectados por
ELISA, contra ambos os antigenos fossem consideravelmente
elevados aos 84 dias, no trabalho anterior observamos que
apenas 30% das amostras foram positivas por ID"* . Segundo
NEVES et al, 2003 ", este fendmeno pode ocorrer devido a
presenca de IgG2 direcionada a epitopos carboidratados da
molécula de gp43, uma vez que estes anticorpos apresentam
baixa avidez, ndo produzem bandas de precipitacio na ID.

Como esperado, aos 7 dias de infeccao a resposta nao
foi evidente, sendo o aumento significativo observado aos 28
dias, para ambos os antigenos. A partir deste periodo, 100%
das amostras foram positivas, mantendo o nivel sérico elevado
até 84 dias pos- infeccio.

Um dos principais problemas apontados nos diagnostico
da PCM através do ELISA ¢ a reacao cruzada com plasma de
outras micoses e tuberculose @. No entanto, mesmo utilizando
gp43 pode se observar as reacoes cruzadas entre os soros de
pacientes com PCM, histoplasmose e doenca de Jorge Lobo,
devido ao reconhecimento de epitopos carboidratos da
gP435:616. 17,

Apesar da existéncia da reacao cruzada de gp43, o ensaio
imunoenzimatico (ELISA cldssico) ainda é usado com frequéncia
utilizando exoAg, porém com a determinacdo de uma zona
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de corte (cut off), o que permite distinguir das outras doencas
fangicas. No presente trabalho nao foi avaliada a reacao
cruzada, porém considerando nivel elevado de anticorpos tanto
a0 exoAg como PbAg, apds 28 dias, em relacio ao controle,
a utilizacio de zona de corte, possivelmente eliminaria este
problema. Dentre os dois antigenos utilizados, possivelmente
a exoAg teria menor possibilidade de reacao cruzada por ser
menos complexo e de ser constituido principalmente de
gp43 7101 Assim, possivelmente a exoAg seria mais
importante para fins de diagnéstico e o PbAg para estudos
epidemioldgicos e na deteccao de PCM infec¢iao. No entanto,
sao necessdrios estudos adicionais.

A utilizacao de antigenos nao purificados de P.
brasiliensis é interessante devido a facilidade de obtencao e
baixo custo "® e concluimos pelo trabalho que tanto o exoAg
como PbAg apresentam eficiéncia semelhante em ELISA,
durante o curso da infeccao experimental em PCM murina.
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