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NATUREZA DE ANTICORPOS PRECIPITANTES ESPECIFICOS DA
PARACOCCIDIOIDOMICOSE (BLASTOMICOSE SUL-AMERICANA),
REVELADOS POR CONTRA-IMUNOELETROFORESE

Adhemar Mirio FIORILLO (1) e Roberto MARTINEZ (2)

RESUMO

Os Autores estudaram soros de 20 pacientes, portadores de paracoccidioido-
micose (blastomicose Sul-Americana), utilizando coluna de Sephadex G-200 para
a separacho das imunoglobulinas e 0 método de contra-imunoeletroforese em. aga-
rose para a verificagdo de anticorpos especificos aos fungos. Como antigeno usa-
ram culturas de Paracoccidioides em fase de levedura, tratadas por ultra-som.
Os soros dos pacientes que apresentaram 1, 2, 3 ou 4 linhas de precipitacdo foram
separados em coluna e as fracbes obtidas foram concentradas e examinadas em
contra-imunoeletroforese, com o antigeno citado. Verificaram, assim, que apenas
as fracbes com teor conveniente de imunoglobulinas IgG reproduziram os acha-
dos obtidos com os soros totais correspondentes; as fragées com teor normal
de IgA e IgM e com quantidade pequena ou nula de IgG nao produziram linha de
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precipitacio.
Paracoccidioides sdo do tipo IgG.

Concluem que os anticorpos precipitantes em gel especificos do

INTRODUCAO

A confra-imunoeletroforese (imunoeletroos-
moforese) tem sido utilizada no diagnéstico
sorolégico da paracoccidioidomicose, com re-
sultados promissores. Seu emprego é relativa-
mente recente, tendo desenvolvimento maior
nestes 1ltimos cinco anos (CONTI-DIAZ & col.?,
BARBOSA & col.! ¢ MARTINEZ & col.7). As
linhas de precipitacio obtidas nesse processo
variam, em numero, de 1 a 4 ou mais. Por
outro lado, é conceito antigo de que a presen-
¢a de precipitinas, em tubo, no soro de pacien-
tes com paracoccidioidomicose indica fase agu-
da da doenga (FAVA NETTO & col.4). MOTA
& col.® nfo encontraram correlacio entre os
teores desse tipo de precipitinas com os das
imunoglobulinas IgM, que refletiriam a fase
aguda da doenca. Procuramos verificar, por

isso, de que tipo s@o as precipitinas reveladas
através da contra-imunoeletroforese.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados soros de 20 pacientes com
paracoccidioidomicose, na maioria com formas
clinicas de certa gravidade, do Hospital das
Clinicas da F.M.R.P. — USP, Servico de Molés-
tias Infecciosas e Parasitdrias. O diagnéstico
foi sempre confirmado através do achado do
Paracoccidioides, em tecidos ou secrecdes.

Antigeno — o antigeno utilizado foi obtido
de leveduras de P. brasiliensis, em suspensfo a
20% em PBS, pH — 17,2; as leveduras foram
lisadas com ultra-som, 100W*, por 20 minutos.
Ap6s a centrifugacio a 3000 rp.m. durante 20

(1) Professor Titular e Chefe da Disciplina de Moléstias Infecciosas e Parasitdrias do Departamento de Clinica Médica

da F.M.R.P.-USP

(2) Professor Assistente-Doutor da Disciplina de Moléstias Infecciosas e Parasitdrias do Departamento de Clinica Médica

da F.M.R.P.-USP

25



FIORILLO, A. M. & MARTINEZ, R. — Natureza de anticorpos precipitantes especificos da paracoccidioidomicose (Blasto-
micose sul-americana), revelados por contra-imunoeletroforese. Rev. Inst. Med. trop. Sao Paulo 26:25-30, 1984.

minutos, separou-se o sobrenadante, que foi
usado como antigeno. As cepas de Paracocci-
dioides foram obtidas de cultura de material
retirado das lesdes dos doentes citados.

Contra-imunoeletroforese — foi executada
em agarose, pelo método de GREENWOOD &
col. 6,

Separacio das imunoglobulinas dos soros
— As imunoglobulinas foram separadas em co-
luna de Sephadex, G-200** pelo método de
FAHEY & TERRY 3. A coluna tinha as dimen-
sbes de 25 x 80,0 cm; a eluicdo foi executada
com NaCl, 0,3M. As fracbes, em volume de 5,0 ml
cada, foram recolhidas em coletor de amostras
automatico e a curva de separacio foi determi-
nada com o auxilio de espectrofotémetro ***,
em comprimento de onda de 280 nm. Foram
feitos pools, correspondentes as fracées indica-
das nas Figs. 1, 2, 3 e 4. As imunoglobulinas
contidas nas fragOes indicadas nessas figuras
foram identificadas através de imunoeletrofo-
rese em agar, pelo método de SCHEIDEGER Y,
apls concentracéo por ultrafiltracio *** e per-
vaporacdo no vdcuo, em tubo de didlise #*#%*,
Usou-se, para isso, soros especificos, anti IgG,
IgA e IgM *#wkss

RESULTADOS

A andlise dos soros dos pacientes com pa-
racoccidioidomicose, pela contra-imunoeletro-
forese, revelou de uma a quatro linhas de pre-
cipitacdo. Os soros totais, separados em co-
luna de Sephadex G 200, analisados em suas
diferentes fracOes, no que diz respeito & sua
composicio em imunoglobulinas e a presenca
ou ndo de anticorpos precipitantes em contra-
imunoeletroforese, apresentaram os resultados
que s&o condensados nos 4 exemplos seguintes:

I — Soro 12, do paciente JBM — O goro to-
tal, em contra-imunoeletroforese, mostrou 2 li-

* Homogeneizador B Braun

Sephadex G 200, Pharmacia — Upsala (40-120,u)
Espectrofotometro Gilford-Instrument — 240
Camara de ultra-filtragio Amincon Corp. Lexington
Mass — USA

Tubo de didlise 1/4 in., Arthur Thomas Co., Cat.
n.° 3787 D12

Goat anti-human IgG, IgA e IgM — Tago, Incorp.

*%
* ko
Kk kK

*RK K%

Kk Kk kK
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nhas de precipitacdo; das fracdes separadas em
Sephadex (Fig. 1), de nimero 1, 2 e 3, apenas
a fracio 3 revelou 2 linhas de precipitagéo, idén-
ticas as obtidas com o soro tofal. A imunoele-
troforese mostrou teor quase normal de IgM
e valores despreziveis de IgA e IgG na fracéo
1; quantidade quase normal de IgA, teor despre-
sivel de IgG e nulo de IgM na fracio 2; valo-

res normais de IgG e IgA e nulo de IgM na
fracdo 3 (Fig. 2).

II — Soro 13, do paciente MACR — O soro
total, em contra-imunoeletroforese, mostrou 2
linhas de precipitacio; das fragBes separadas
em Sephadex (Fig. 3), de ntimero 1, 3 e 4, ape-
nas a fracfo 4 revelou 2 linhas de precipitacio,
idénticas as obtidas com o soro total. A imu-
noeletroforese mostrou quantidade razodvel de
IgM, pequena quantidade de IgA e nula de IgG
na fracfo 1; quantidades quase normais de IgG
e IgA e nula de IgM na fracfo 3; teores normais
de IgG e IgA e nulo de IgM na fracio 4 (Fig. 4).

III — Soro 18, do paciente JRO — O soro
total revelou, em contra imunoeletroforese, 3 li-
nhas de precipitacdo; das fracbes separadas em
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Fig. 1 — Separagio do soro 12, do paciente JBM, em

Sephadex G 200.
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Sephadex (Fig. 5), revelaram uma linha de
precipitacfio as fragbes 3 e 4; duas linhas a fra-
cfio 5 e trés linhas a fracio 6; as da fragio 6
foram idénticas 4s obtidas com o soro total. A
imunoeletroforese mostrou teor normal de IgA,
pequena guantidade de IgG e nula de IgM na
fracio 4; teor quase normal de IgG, razodvel
de IgM e nula de IgA na fracao 5; guantidade

Sephadex G 200.
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normal de IgG, pequena quantidade de IgA e
guantidade nula de IgM na fracio 6 (Fig. 6).

IV — Soro 1, do paciente MV — O soro to-
tal mostrou 4 linhas de precipitacio em contra-
imunoeletroforese; das fraches separadas em
Sephadex (Fig. 7), a fracio 3 apresentou as 4
linhas obtidas com o soro total. A imunoele-
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troforese revelou teor guase normal de IgG, pe-

quena quantidade de IgA e razodvel de Ighl na
fracao 1; teor desprezivel de IgG, pequena
guantidade de IgA e nula de IgM na fracio 2;
teor normal de IgG, pequena quantidade de IzA
e nula de IgM na fracao 3 (Fig. 8).

COMENTARIOS

Analizsando nossos resultados, podemos con-
cluir gue peqguena guantidade de IgG de soro
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de doente de paracoccidioidomicose, separada
em coluna e Sephadex, tem condigies de de-
terminar o aparecimento de uma linha de pre-
cipitacio, em contra-imunoeletroforese, uftili-
rando-se como antigeno wm lisado do Paracoc-
cidioides; que guantidades normais de IgG, ob-
tidas da mesma maneira, podem reproduzir to-
das as linhas de precipitacio reveladas pelo s0-
ro total correspondente. Por outro lado, teores
de IgA nio tém relacdo com os resultados ob
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tidos pela contra-imunceletroforese do soro total
correspondente; a imunoglobulina IgM, separa.
da em grau elevado de pureza, e em guantida-
de gque se avizinha da de um soro normal, nio
produz linha de precipitagio no processo de
contra-imunoeletroforese. O surgimento de 1,
2, 3 ou 4 linhas de precipitacio, nesse processo
de exame de soros de doentes com paracocci-
dioidomicose, depende exclusivamente de imu-
noglobulinas de tipo IgG.

MOTA & FRANCOGE, trabalhando com imu-
nofluorescéncia indireta, prova de precipitacio
em tubo e dosagem das imunoglobulinas IgM
por difusfio radial, concluiram gque os teores
dessa fracio nao se correlacionam com os das
precipitinas. Esses achados vém em apoio a
nossa conclusio, de que os anticorpos precipi-
tantes especificos dos soros dos doentes com

paracoccidioidomicose sio do tipo IgG.
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=SUMMARY rican blastomycosis. Previous note. Rev, Pat, trop. 2:
73-T, 1973.
The naturve of the precipitating specific anti- 2 conripiaz, 1 4 SOMMAMOREIRA, B E. GE
bodies of the paracoccidioidomycosis (South ZUELE, E.: GIMENEZ, 4. C, de; PENA, M. 1. &
American blastomyeosis) revealed by MACKINNON, J. E. — Immuncelectrocsmophoresls —
counterimmunoelectrophoresis. ::;m?fd;Tfm?m;n EusGAchDnkbaronela.  Fwh s

The sera of 20 patients with paracoccidioi
domycosis  (South American blastomycosis)
were studied using a column of Sephadex G-200
for immunoglobulin separation and agarose gel
counterimmunoelectrophoresis for the determi-
nation of specific anti-fungus antibodies. Soni-
cated weast phase Paracoccidioides cultures
were used as antigen. The sera that showed
1, 2, 3 or 4 precipitation bands were separated
by column chromatography and the fractions
obtained were concentrated and examined by
counterimmunoelectrophoresis with the same
antigen. Only the fractions with appropriate le-
vels of IgG immunoglobuling reproduced the re-
sults obtained with the corresponding whole
sera, whereas fractions with normal Iga and
IgM levels and with little or no IgG produced
no precipitation bands. It is concluded that the
precipitating antibodies with specificity for the
Paracoccidioides are of the IgG type.
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