ESTUDO DAS PROTEINAS SERICAS NA BLASTOMICOSE
SUL-AMERICANA *

A. M. Fiorillo **, L. Takaoka e L. A. R. Fernandes ¥*%%

Os autores estudaram o quadro serico protéico de sete pacientes com Blas-
tomicose Sul-Americana, utilizando a eletroforese em papel, a separacdo croma-
tografica em coluna de Sephadex G-200 e a imunoeletroforese em agar. 0Os pa-
cientes apresentavam lesdes pulmonares, com ou sem adenopatia, ou apenas
adenopatia localizada ou generalizada e esta acompanhada ou ndo de lesdes
do tubo gastro-intestinal, reveladas pelo Rzx.

Chegaram a conclusdo de que a Blastomicose determina elevac¢do do teor
das imunoglobulinas do tipo IgG e IgM e ndo do IgA. Sugerem cue as imuno-
globulinas do tipo IgG se elevam com a formacdo de granulomas e reparagdo
fibrotica. além de refletirem a resposta imune especifica do processo em fase
cronica, enquanto que as do tipo IgM aumentam de teor na fase aguda ou de
agudizac@Go da doenca, quando os fenomenos de exrsudacio e necrose se tornam

bem evidentes.

INTRODUCAO
Estudos iniciais, pormenorizados, das
proteinas do soro na Blastomicose Sul-

Americana foram realizados por Del Negro
e Fiorillo, em 1954 (2). Verificac¢oes rela-
cionadas a muco-proteinas e anticorpos
especificos foram feitas por Fava Netto,
Ferri e Lacaz em 1959 (5). Barbosa, em
sua tese de 1968 (1), re-estudou o quadro
protéico em um numero grande de pacien-
tes, utilizando-se da separacao eletrofore-
tica em papel. As alteracOes encontradas
pelos autores mais recentes nao trouxeram
esclarecimentos maiores quanto ao com-

portamento das imunoglobulinas do siste-
ma gama (IgG, IgA e IgM), nas diferen-
tes fases de evolucao dessa doenca. Uti-
lizancdo uma metodologia mais delicada,
procuramos estudar as modifica¢Ges dessas
globulinas em diferentes modalidades cli-
nicas da Blastomicose.

MATERIAL E METODOS

O estudo preliminar consta de achados
correspondentes a sete de nossos pacien-
tes com Blastomicose Sul-Americana, in-
ternados no Servico de Moléstias Infec-
ciosas da Faculdade de Medicina de Ri-
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beirdo Preto. Os doentes foram escolhi-
dos de maneira a apresentarem quadros
clinicos variaveis, para que pudéssemos
correlacionar as alteracoes das globulinas
com as varias modalidades de patologia.
O diagnéstico foi comprovado pelo achado
do parasito em material de biopsia ou em
produtos patologicos como escarro ou se-
crecao de ganglios fistulizados ou abceda-
dos. Foram realizados também exames
complementares numerosos, incluindo os
radiologicos, a fim de caracterizarmos os
diferentes aspectos clinicos ou, entdo, ex-
cluir doencas concomitantes que pudessem
interferir em nossas conclusoes.

Estudo das proteinas séricas. Para o
estudo das proteinas executamos a dosa-
gem do teor total, a separacdo pela ele-
troforese em papel, a imunoeletroforese
em agar e a separacdo em coluna de Se-
phadex G-200. Os valores normais cor-
respondem aos obtidos de 10 individuos
sadios.

Dosagem das proteinas totais. As pro-
teinas totais do séro e das fracoes separa-
das em coluna foram dosadas pelo micro-
método do biureto de Lowry (6).

Separacio das imunoglobulinas. As
imunoglobulinas foram separadas em coO-
luna de Sephadex G-200 * de acordo com
0 método de Fahey e Terry i4) modifi-
cado. A coluna tinha as dimensoes de
2,5 x 80,0 cm; a eluicdo foi executada
NaCl-0,3 M. As fracoes, em volume de
5,9 ml, foram recolhidas em coletor auto-
matico e a distribuicao das proteinas no
eluato foi determinada com o auxilio de
espectrofotometro **, a 280 my. As cur-
vas de densidade otica tém as caracteris-
ticas apresentadas nas figs. de 1 a 7. Fo-
ram feitos “pools” das fracbes P,, P,, Py,
P, e P,, conforme indicacdo das figuras
citadas.

IdentificacdGo das fragdes. As fracles
citadas acima foram concentradas por per-
vaporacio no vacuo, antes de serem iden-
tificadas. A identificagcdo dos componen-
tes de cada fracdo separada pelo Sepha-
dex foi realizada através da imunoeletro-
forese em agar pelo micro-método de
Scheideger (7)., utilizando-se anti-soros es-
pecificos anti IgA e IgM de procedéncia
holandesa ***.

* Sephadex G-200, Pharmacia-Uppsala, Sweden.

*+ BEspectrofotometro Gilford — Modelo 240.

*+» Central Laboratorium Van de Bloed transfu-
siedient. Amsterdam.

As fracoes separadas pelo Sephadex
G-200 mostraram, como componentes pre-
dominantes, as globulinas IgG no “pool”
2 e as globulinas IgM no “pool” 1 (Figs.
8, 9 e 10).

RESULTADOS

Os resultados globais. obtidos pela se-
paracao eletroforética em papel e pela co-
luna de Sephadex estao lancados na Ta-
bela I. O instantaneo clinico e protéico
correspondente a cada paciente, em época
oportuna, esta registraco nos Quadros de
laf.

O paciente O.C.G. (Quadro 1) apresen-
tava doenca ganglionar, com infartamento
cervical e abdominal, mas sem manifes-
tacoes clinicas para o lado do aparelho
digestivo e pulmao. O estudo protéico re-
velou aumento de globulinas v; a imuno-
eletrcforese e separacado pelo Sephadex de-
monstraram que as y globulinas aumen-
tadas eram do tipo IgG. Clinicamente, o
paciente apresentava doenca nfo genera-
lizada.

O paciente D.F.L. (Quadro 2) apre-
sentava alteracOes pulmonares de tipo fi-
brotico e lesdes cutaneas pouco intensas
e extensas; clinicamente podemos classi-
fica-lo como doente em fase cronica. A
analise protéica demonstrou aumento de
globulinas « 2 e discreta elevacao do teor
das vy globulinas, de tipo IgG.

O paciente O.C. (Quadro 3) apresen-
tava alteracdes pulmonares de tipo resi-
dual, fibrotico e micro-adenopatia cervi-
cal. O estudo protéico revelou discreto
aumento de globulinas « 2 e v, com eleva-
cao da fracdo IgG.

O paciente L.D.B. (Quadro 4) apre-
sentava adenopatia generalizada, inclusive
de abdome, alteracoes pronunciadas do
tubo digestivo, e esplenomegalia, indican-
do doenca em fase ativa, de exsudacao.
O quadro protéico revelou aumento das
globulinas « 2 e v; 0 aumento de y corres-
pondia a elevacdo das globulinas IgG e
IgM.

O paciente A.F. (Quadro 5) era por-
tador de adenopatia generalizada, perifé-
rica e abdominal, de altera¢des da mucosa
intestinal (jejuno e ileo) e discreta esple-
nomegalia. No total, seu aspecto clinico
era semelhante ao do paciente anterior.
O quadro protéico revelou aumento das
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TABELA I

Teor protéico, em mg%, das fracdes separadas por eletroforese em papel e por coluna

de Sephadex G-200.

Os valores normais para o Sephadex correspondem as médias

obtidas de 10 individuos.

ELETROFORESE
Nome B

A al a2 B
0.C.G. 2410 | 430 690 600
D.FL. 3280 340 1340 920
O.C. 3320 410 970 810
L.D.B. 2380 820 1100 ‘ 660
AF. 2410 420 1250 750
MIAC. @ 2400 560 800 720
W.S. 3540 630 1000 1500
Normal 3500 200 300 800
5200 500 800 1000

globulinas o 2 e v; destas, a elevacido cor-
respondia a das IgG e IgM.

O paciente M.I.A.C. (Quadro 6) apre-
sentava adenopatia cervical e lesbes cuta-
neas ulcero-vegetantes, extensas e inten-
sas, além de esplenomegalia. N&o apre-
sentava, ao Rx. lesbes pulmonares ou in-
testinais. O guadro protéico mostrou au-
mento das globulinas v; destas, a elevacao
correspondia ao aumento das IgG e IgM.

O paciente W.S. (Quadro 7) apresen-
tava alteracOes evidentes da mucosa in-
testinal e calcificacdo de ganglios mesen-
téricos ao Rx; além disso, adenopatia cer-
vical exuberante. O quadro proteico re-
velou aumento de « 2 e v globulinas; des-
tas, a elevacao correspondia a das IgG
e IgM.

DISCUSSAO

No quadro histopatolégico da Blasto-
micose Sul-Americana encontramos exsu-
datos inflamatorios, necroses e reparacao
fibrotica; a morfologia da lesdo primaria
é a do granuloma, com o0s parasitos em
seu interior. O componente exsudativo-
necrético tem correspondente, no quadro
sérico protéico, no elevado teor de muco-

SEPHADEX G-200

7 P, P, P, L P,
4470 201 - 2588 3627 1127 703
2520 488 2769 2359 1399 1384
2590 480 3060 ' 1016 1505 : 2037
3280 612 ' 1924 193 950 = 2491
3500 791 | 2410 1255 @ 742 = 3346
3520 820 ' 3009 1595 | 1388 ' 2400
2820 1124 2326 1096 | 1083 1266

|

1000
1800 361 1310 = 778 753 2903

proteinas (5), no aumento da velocidade
de hemossedimentacao (1, 3, 5) e na ele-
vacdo das o« 2 globulinas, pois cerca de
60% da composicdo destas sdo constitui-
das de glicoproteinas (2, 3) .

O estimulo do meséngquima, com for-
macio de granulomas, determina modifi-
cacdes no teor das v globulinas séricas.
A formacado de anticorpos especificos, de
tipo IgG e IgA elevam os valores das imu-
noglobulinas correspondentes do soro; glo-
bulinas de tipo IgG poderiam representar
anticorpos especificos, 7S, ou para-protei-
nas; globulinas de tipo IgM representa-
riam anticorpos 19S, ou para-proteinas.
Os achados de nossos pacientes, correla-
cionados com o exame clinico e com os
exames complementares de laboratorio, de-
monstraram que as alteracdes de tipo ex-
sudativo - necrético, principalmente gan-
glionar, determinam elevacado do teor das
a 2 globulinas. Por outro lado, a elevacao
¢as v globulinas corresponde 4 atividade
granulomatosa e a atividade imunogénica
especifica. Trabalhos em andamento pro-
curam esclarecer que papel tém os anti-
corpos especificos, nas variacbes do teor
das imunoglobulinas IgG, IgA e IgM, nas
varias modalidades clinicas e em diferen=
tes fases de atividade dessa doenca,



QUADRO 1

Obs.:

n. d. n.

0.C.G. — 21 anos

RX pulmdo — n.d.n.
RX intestinos — n.d.n.
Génglios —- adenopatia cervical e de mediastino (RX)

abdominal.

Figade |——i Ba¢o ——

Imunoeletroforese

IeG — aumentada
IgA -- normal

IgM — normal

mg %
Eletroforese A oy @,y
2410 430 690
Sephadex G 200 P, P, P,

201 2588 3927

- nada digno de nota
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QUADRO 2

D.F.L. — 32 anos

RX pulmdo — micronodulacoes + fibrose e enfisema.
Gdnglios — adenopatia superficial, discreta. Lesdes cutaneas ulcerc-
~ -vegetantes.

Figado — 1 dedo. Baco ——i

Imunoeletroforese
IgG — aumentada
IgA — normal

IgM — normal

mg [
Eletroforese A oy @y B ¥
3280 340 1340 920 2520
Szphadex G 200 P, P, P, P, P.

488 2769 2359 1399 1384
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Fig. 2 — Separacgdo das proteinas do soro por ele-
troforese em papel (superior) e em Sepha-
dex (inferior) .



QUADRO 3

O.C. — 31 anos

RX pulmdo — micronodulacdes; fibrose para-hilar,

RX intestinos — n.d.n.

Ganglios — micro-adenopatia.

Figado —— Bac¢o |——

Imunoeletroforese

IgG - aumentada
IgA — normal

IgM — normal

mg
Fletroforese A ay

3320 410
Sephadex G 200 P, P,

480 3060

970

1016
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L.D.B. — 13 anos
RX pulmdo — micronodulacoes difusas.
RX intestinos — enterite (alteracoes da mucosa): alteracoes do ceco. LD8
{9 amostra
Gdnglios — adenopatia generalizada, provavelmente abdominal.
) |
Figado — 3 dedos Baco — 2 dedos /\
/ \
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A.F. -— 20 anos
RX pulméo — n.d.n.

RX intestinos — alteracoes de jejuno tenrijecido) e ileo, em sua mu-
- AF

“cosa.
12 amostra
Ganglios — adenopatia generalizada, periférica e abdominal.
Figado —— Bac¢o — percutivel. /U
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QUADRO 5 IgA — normal
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Fie. 5 -~ Separacac das proteinas do soro por ete-
troforese em papel (superior) e em Sepha-
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M.I.A.C. — 30 anos

RX pulméo — n.d.n.
RX intestinos — n.d.n. .
MA
- - = f 11 oyt
Ganglios — adenopatia cervical, discreta. LesOes cutaneas mais ou )

menos extensas ulcero-vegetantes.

Figado — 3 dedos Baco — 2 dedos
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s - troforese em papel isuperiory e em Sepha-
dex rinferiorj .
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QUADRO 7

W.S. — 20 anos

RX pulmio — n.d.n.

EX intestinos — enterite, com alteragoes evidentes da mucosa;

ficacio de ganglios mesentéricos.

Gdanglios — adenopatia exuberante, cervical,

Figado —~—. Baco ——

Inunoeiztroforece

IeG — aumentada
IgA - normal
IgM — aumerntada
mg %
Eletroforese A a
3540 630
Sephadex G 200 P, P,

1124 2326
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Fig. 7 - Separacdo das proteinas do soro por ele-
troforese em papel (superior) e em Sepha-
dex (inferior)
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Fig. 8 — Imunoeletroforese do soro total (T: e g AT
do Pool-I com soro anti-total (AT). anti T
IgM e anti IgA. Presenca de IgM e ,, ma-
croglobulinas e auséncia de IgA.

Fig. 10 — Imunoeletroforese do soro total (T) e

——— IRETRRC L .
e - dos Pools 3, 4 e 5, com soro anti-total (AT).
I m . Presenca de globulinas , em P, de IgG.
e « € esbogo de albumina em P, e de al-
bumina, 4 e g globulinas em P,..

. 9 — Imunoeletroforese do soro total (T e
do Pool-2. com soro anti-total (AT e anti
IgA. Presenca de IgG, IgA e tracos de
e globulinas.
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SUMMARY

The authors emplcyed serum paper electrophoresis, immunoelectrophoresis
in agar and fractionation on Sephadexr G-200 column, to study the serum pro-
teins in 7 patients with South American blastomycosis. Some patients had
pulmonary lesions which were associated or not with enlargement of lymph
nodes, others presented localizated or generalized enlargement of lymph nodes.
In these patients with generalized enlargement of lymph nodes, they found or
not lesions cf intestinal tract demonstrated through X-ray. They conclude
that immunoglobulins G and M are increased in Sout American blastomycosis.

The authors suggest that immunoglobulin G is increased whether by chronic
granulomatous infecltion or when this disease progress to fibrosis; it is also
related with specific immune response. An increase in immunoglobulin M in
the acute phase or recurrence of the disease 1s demonstrated when there are
necrosis or exsudation.
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