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RESUMO 
 

Paracoccidioidomicose (PCM), uma micose sistêmica granulomatosa causada pelo 

fungo dimórfico Paracoccidioides brasiliensis, é endêmica na América do Sul. 

Conídios provavelmente agem como propágulos infectantes e são inalados para os 

pulmões, onde ocorre a transformação à forma leveduriforme patogênica. Duas 

principais formas clínicas são consideradas: a forma aguda ou subaguda (tipo 

juvenil) e a forma crônica (tipo adulto). O diagnóstico definitivo da PCM inclui a 

observação direta da levedura multibrotante característica em fluidos biológicos e 

secções teciduais ou isolamento do fungo de materiais clínicos. Na PCM, testes 

sorológicos, além de auxílio diagnóstico, têm a função de acompanhamento durante 

e pós-tratamento. Portanto, a técnica utilizada precisa aliar sensibilidade e 

especificidade, para que o valor preditivo seja máximo e reprodutível. O propósito 

deste estudo foi avaliar um teste de aglutinação com látex (LA) para detectar 

anticorpos anti-P.brasiliensis contra antígeno bruto do fungo. Cinqüenta e uma (51) 

amostras de soro de pacientes com PCM foram testadas. Positividade foi observada 

em 84,31% (43/51), cujos padrões de aglutinação variaram de 1+ a 4+. Reatividade 

dessas amostras foi verificada em títulos variando entre 1:2 e 1:64. Reatividade 

cruzada foi observada com outras doenças fúngicas (aspergilose e histoplasmose), 

e com doenças não fúngicas. Amostras de soro humano normal não foram reativas. 

A sensibilidade, especificidade e valores preditivos, positivo e negativo, produzidos 

pelo teste LA foram 84,31%, 81,05%, 70,49% e 90,59%, respectivamente. Em 

conclusão, estes resultados mostram que o teste LA é instrumento útil no 

sorodiagnóstico da PCM, além de vantagens como baixo custo e rápida execução, a 

despeito de outros testes, tais como ID e Western blotting. 

 

Palavras-chave: Paracoccidioidomicose, Sorodiagnóstico, Teste de aglutinação 

com látex. 
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ABSTRATC 
 

Paracoccidioidomycosis (PCM), a granulomatous sistemic mycosis caused by 

dimorphic fungus Paracoccidioides brasiliensis, is endemic in South America. 

Conidia probably act as the infectious propagules and are inhaled into the lungs 

where transformation to the pathogenic yeast form occurs. Two main clinical forms 

are considered: the acute or subacute form (juvenile type) and the chronic form (adult 

type). A definitive diagnosis of PCM includes direct observation of the characteristic 

multiple budding yeast in biological fluids and tissue sections or isolation of the 

fungus from clinical materials. In PCM, serologic tests beside aiding the diagnosis 

has a monitoring function during and after treatment. Therefore, the technique used 

needs to ally sensitivity and specificity, in order that the predictive value is maximized 

and reproducible. The purpose of this study was the evaluation of a latex 

agglutination (LA) test for detecting anti-P. brasiliensis antibodies by the using of 

crude antigen from fungus. Fifty-one (51) samples of serum of patients with PCM 

were tested. Positivity was observed in 84,31% (43/51), whose standards of 

agglutination varied from 1+ to 4+. Reactivity of these samples was checked in titles 

varying between 1:2 and 1:64. Crossed reactivity was observed by other fungal 

diseases (aspergillosis and histoplasmosis), and by diseases not caused by fungi. 

Samples of human normal serum were not reactive. Use of the LA test permitted the 

detection of more than 80% of 51 proven PCM cases. The sensitivity, specificity, and 

positive and negative predictives values were 84,31%, 81,05%, 70,49% and 90,59%, 

respectively. In conclusion, this results showed that the LA test is a useful tool in 

serodiagnosis for PCM, beyond of advantages as lower cost and performance when 

compared to other tests such as ID and Western blotting. 

 

Key words: Paracoccidioidomycosis, Serodiagnosis, Latex agglutination test. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
 
 Paracoccidioides brasiliensis (Splendore, 1912) é o agente etiológico da 

Paracoccidioidomicose (PCM), infecção fúngica sistêmica granulomatosa (Lutz, 

1908). Este fungo apresenta dimorfismo térmico, pois quando cultivado a 25°C 

cresce sob a forma filamentosa e, quando infectando o tecido do hospedeiro ou em 

cultivo a 37°C, apresenta crescimento leveduriforme. Na forma filamentosa, as 

culturas têm aspecto cotonoso de coloração branca. Microscopicamente, observam-

se hifas delgadas, septadas e hialinas, nas quais somente são observados 

clamidosporos como estrutura de reprodução ou disseminação. As colônias na 

forma leveduriforme têm aspecto cerebriforme de coloração creme. A microscopia 

revela leveduras multibrotantes de parede celular espessa e birrefringente 

característica (Brummer, 1993).  

 

A infecção é adquirida pela inalação de propágulos infectantes, 

provavelmente conídios que ao se instalarem nos pulmões, convertem-se a 

leveduras multibrotantes, designadas como a forma patogênica (Borges-Walmsley et 

al., 2002). A paracoccidioidomicose se apresenta sob duas formas principais 

classificadas como forma aguda ou subaguda - forma juvenil - e crônica unifocal ou 

multifocal - forma adulta (Montenegro, 1986). O diagnóstico laboratorial da PCM é 

obtido a partir da visualização de leveduras multibrotantes em espécimes clínicos, 

seguido da realização de cultura deste material em meios de cultura enriquecidos, 

tais como BHI (infusão cérebro coração) suplementado com soro fetal bovino e 

solução de vitaminas. Contudo, testes sorológicos são amplamente utilizados como 

auxílio no diagnóstico da doença e como instrumento para segmento dos títulos de 

anticorpos ou antígenos circulantes nos pacientes sob terapia (Brummer et al.,1993). 

 
 Vários métodos foram descritos, utilizando-se diferentes preparações 

antigênicas, baseando-se na detecção de anticorpos ou de antígenos, tanto no soro 

como em outros espécimes clínicos de pacientes (por exemplo, lavado 

broncoalveolar e líquido cefalorraquidiano) têm variado nos valores de sensibilidade 

e especificidade obtidos, devido preparação antigênica ou anticorpos utilizados para 

o ensaio (Mendes-Giannini et al., 1984; McGowan and Buckley, 1985; Cano et al., 
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1986; Camargo et al., 1988; Camargo et al., 1989; Camargo et al., 1991; Puccia and 

Travassos, 1991a; Marques-da-Silva et al., 2003). Estas técnicas são praticáveis e 

restritas apenas aos laboratórios de pesquisa e/ou centros de referência dignóstico, 

portanto laboratórios com infra-estrutura inferior tais como os laboratórios 

hospitalares estão excluídos destas vias para diagnóstico. 

 

 Uma metodologia sorológica mais simples, a aglutinação com partículas de 

látex, é amplamente adotada no sorogianóstico para várias etiologias, tanto fúngicas 

como não fúngicas, nas quais os resultados são efetivos e quando associados com 

a avaliação clínica pode funcionar como ferramenta no diagnóstico precoce, 

melhorando o prognóstico do paciente.  

 

 Em relação à PCM, a aplicabilidade da técnica de aglutinação foi investigada 

em um estudo realizadado por Restrepo & Moncada (1978), no qual várias 

limitações foram observadas, referentes à produção de antígenos e observação de 

reatividade cruzada, fatores que atualmente podem ser corrigidos pelo emprego de 

uma preparação antigênica e soluções de trabalho mais adequadas, obetendo-se ao 

final resultados que permitam a aplicação da metodologia para o sorodignóstico da 

doença.  

 

 O presente trabalho trata da elaboração e avaliação de um teste de 

aglutinação com partículas de látex, adotando-se o acoplamento de proteínas 

presentes em pool de exoantígenos brutos derivados da forma leveduriforme de 

Paracoccidioides brasiliensis como preparação antigênica, visando à detecção de 

anticorpos aglutinantes. Esta preparação antigênica atualmente é adotada no teste 

de imunodifusão dupla (ID), metodologia indicada ao sorodiagnóstico da PCM.  

 

 A avaliação do teste de aglutinação no sorodiagnóstico da PCM se tornou 

pertinente devido ao anceio de sua utilização como método de diagnóstico precoce 

da doença, almejando a observação de possíveis vantagens desta técnica em 

relação ao teste sorológico já padronizado, o teste de ID. 

 

 Nesta pesquisa, a possibilidade de utilização da técnica de aglutinação com 

partículas de látex como sorodignóstico na PCM se baseia no ensaio de soro de 
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pacientes com PCM confirmada, outras infecções fúngicas e não fúngicas, bem 

como soro de indivíduos sem infecção (soro humano normal). Os resultados obtidos 

com soro de pacientes com PCM no teste de aglutinação são comparados aos 

obtidos com o teste de ID e então se observa a possível relação do potencial 

diagnóstico do teste desenvolvido.
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1.1 REVISÃO DE LITERATURA 

 
 
1.1.1 Paracoccidioides brasiliensis e a Paracoccidioidomicose (PCM) 
 
 
 Como citado anteriormente, P. brasiliensis (Splendore, 1912) é um fungo 

termo-dimórfico, agente etiológico da Paracoccidioidomicose (PCM), infecção 

fúngica sistêmica granulomatosa (LUTZ, 1908), cujas principais formas clínicas 

apresentadas são a aguda (juvenil) e crônica (adulta).  

 

 A conversão morfológica da forma filamentosa para levedura depende não 

somente da variação da temperatura, mas também da composição química 

específica da parede celular em cada fase morfológica, bem como de alterações no 

arranjo estrutural dos componentes. Assim, na fase filamentosa ocorrem α-1,3- e β-

1,6-glucana e a forma leveduriforme apresenta β-1,3-glucana, ambas contendo 

quitina na composição da parede celular (BRUMMER et al., 1993). 

 

 O habitat deste fungo é desconhecido, contudo existem hipóteses que 

indicam alguns nichos tais como ambientes e animais aquáticos heterotérmicos 

como reservatórios naturais e meios de dispersão dos propágulos infecciosos; o solo 

seria um habitat temporário. P. brasiliensis tem sido isolado ocasionalmente de 

tatus, principalmente Dasypus novemcinctus, indicando que este fungo estaria 

albergado nos órgãos deste animal (NAIFF et al., 1986; BAGAGLI, 1998; 

CORREDOR et al., 1999; SILVA-VERGARA et al., 2000). Outros animais, habitantes 

de áreas endêmicas, tais como cães, eqüinos, bovinos, morcegos, gambás e 

pinguins, também já foram relatados portando P. brasiliensis, entretanto em menor 

grau em comparação os tatus (NEVES et al., 2006).  

 

 Terçarioli et al. (2007) observaram que as propriedades envolvidas na 

composição do solo presente em tocas de tatus de uma área hiper-endêmica em 

Botucatu (São Paulo) são fatores que contribuem diretamente para a habilidade de 

crescimento e produção de conídios do fungo, especificamente a umidade e baixos 

níveis de alumínio do solo mais profundo, o qual não sofre tantas variações de 

temperatura e umidade quando comparado ao solo superficial. Este seria, pois, o 
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fator de risco para a infecção de caçadores de tatu e lavradores daquela região. 

Especula-se a formação de aleuroconídios na fase miceliana do fungo por stress 

nutricional do ambiente no qual o fungo está inserido, agindo como principal 

estrutura infectante ao homem (RESTREPO, 1985; CONTI DÍAZ, 2007). 

 

 A aquisição da infecção é dada pela inalação de propágulos do fungo 

produzidos durante a forma filamentosa e dispersos no ambiente. Mediante contato 

com a forma fúngica infectante o indivíduo não necessariamente desenvolverá a 

doença, isto porque este poderá, partindo da elaboração de uma resposta 

imunológica adequada, destruir as estruturas fúngicas do foco inicial contidas no 

granuloma, sendo capaz de conter o foco, regredindo-o, mas mantendo presentes 

estruturas fúngicas ainda viáveis em um foco latente; ou desenvolverá a doença, 

apresentando sinais e sintomas (MONTENEGRO & FRANCO, 1994). 

 

 Em relação às formas clínicas da doença, a forma aguda ou subaguda é 

caracterizada pela progressão rápida na qual se observa o envolvimento do sistema 

reticuloendotelial (baço, fígado, linfonodos, medula óssea), cujos pacientes 

raramente manifestam lesões cutâneas bem como lesões pulmonares observáveis 

radiologicamente, sendo atribuídos como anérgicos ou negativos à 

paracoccidioidomicose. Desenvolve-se em poucas semanas a meses, atingindo de 3 

a 5% dos casos, principalmente crianças e jovens de ambos os sexos, sendo a 

resposta imune celular deprimida, com aumento da resposta específica de 

anticorpos (BENARD et al., 1996, 1997; FRANCO et al., 1987; MOTA et al., 1985).  

 

A forma crônica acomete mais de 90% dos casos, sendo a maioria homens, 

resulta de progressão lenta de focos latentes que podem permanecer localizados e 

em geral, verifica-se o acometimento dos pulmões (unifocal), ou após disseminação 

linfática ou linfática/hematogênica acometimento de outros órgãos e sistemas 

(multifocal) tais como pele e mucosas, sistema nervoso central, trato gastrintestinal, 

tecido ósseo, órgãos genitais e glândulas adrenais (FRANCO et al., 1987). Nos 

tecidos infectados observa-se a formação de granulomas epitelióides compactos 

contendo poucos fungos viáveis em seu interior (FRANCO et al., 1987; LONDERO & 

MELO, 1983). 
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 Em estudo realizado para avaliar a resposta imune humoral dos pacientes 

com PCM, verificou-se o mesmo padrão de produção de anticorpos IgG para ambas 

as formas clínicas da doença. Contudo, anticorpos IgM somente foram observados 

consideravelmente na forma aguda, da mesma maneira que anticorpos IgA se 

direcionaram à forma crônica (BLOTTA & CAMARGO, 1993).  

 

 Juvenali et al. (2001), caracterizaram a resposta imune dos pacientes com 

PCM, e observaram a predominância de altos níveis de anticorpos IgG4 naqueles 

que apresentavam a forma subaguda da doença e os níveis de IgG2 foram elevados 

para os pacientes com a forma crônica, os quais mostravam altos níveis de 

anticorpos IgA, em detrimento do maior grau de acometimento da mucosa. Os 

anticorpos IgG1 foram elevados em ambas as formas clínicas da doença, contudo 

nos pacientes com a forma subaguda a resposta foi direcionada às frações 

antigênicas de baixo peso molecular (inferiores a 43 KDa). Sugeriu-se que na forma 

subaguda o padrão de resposta imune é tipo Th2 devido à intensa depressão da 

imunidade celular, sendo que na forma crônica o padrão de resposta imune é do tipo 

Th1 com intensa produção de interferon-γ (IFN-γ) e mudança de subtipos de 

anticorpos IgG para IgG2.  

 

 O amplo espectro de manifestações clínicas da PCM, como citado 

anteriormente, observando-se desde infecções assintomáticas à doença 

disseminada, resulta de fatores relacionados ao hospedeiro, como estado 

imunológico e, características da cepa infectante, diretamente relacionado à 

virulência (WANKE & LONDERO, 1994).  

 

 Os propágulos de P. brasiliensis se aderem ao alvéolo e invadem as células 

alveolares e a lâmina basal, mediada em parte por uma proteína de 43 kDa do 

fungo, o antígeno imunodominante e denominado gp43, que propavelmente age 

como receptor para proteínas da matriz extracelular durante a patogênese (Mendes-

Giannini et al., 2000). Contudo, os mecanismos pelos quais a interação ocorre 

permanecem por elucidar (BORGES-WALMSLEY et al., 2002; FILLER & 

SHEPPARD, 2006).  
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Em modelo experimental de hamster, utilizando injeção intratesticular de 

leveduras de P. brasiliensis adicionadas e não adicionadas de laminina, observou-se 

maior extensão das lesões, destruição do tecido e formação de granuloma em 

hamster infectados com leveduras pré-tratadas com laminina e, o intervalo de tempo 

requerido para estas observações foi menor que naqueles inoculados somente com 

a levedura. Indicou-se, pois, que esta molécula pode influenciar a patogênese do 

fungo (VICENTINI et al., 1994).  

 

Caracterizando as proteínas da matriz extracelular envolvidas na interação 

parasita-hospedeiro em paracoccidioidomicose, MENDES-GIANNINI et al. (2006), 

observaram que há variação na ligação da proteína de gp43 com laminina, colágeno 

tipos I e IV dependendo da virulência da cepa infectante, comprovando o 

envolvimento destas proteínas no desenvolvimento da infecção. Adicionalmente, 

sugere-se a possibilidade de que pigmentos de melanina ou semelhantes à 

melanina atuem como fator de virulência, devido à disparidade das quantidades 

destas moléculas nas formas filamentosa e leveduriforme (GOMÉZ et al., 2001). 

 

 Em relação à epidemiologia, os dados obtidos não são precisos devido a 

PCM não ser uma doença de notificação compulsória. Sendo assim os padrões 

epidemiológicos são obtidos através de levantamento acerca de indivíduos 

infectados nas mais variadas regiões, principalmente as conhecidas pela alta 

endemicidade. Segundo Shikanai-Yasuda et al. (2006), em áreas endêmicas a 

incidência da paracoccidioidomicose varia de 1 a 3 casos por 100 mil habitantes ao 

ano.  

 

 Marques (2003) indica que futuramente com o aperfeiçoamento da técnica de 

PCR (reação em cadeia da polimerase) para amostras de solo, poder-se-á inferir 

sobre o habitat do P. brasiliensis. Técnicas como RAPD-PCR (Ramdomly Amplified 

Polymorphic DNA) têm sido aplicadas tanto a amostras ambientais como clínicas de 

P. brasiliensis e indicadas como metodologia útil para estudos epidemiológicos, bem 

como clínicos (SOARES et al., 1995; HAHN et al., 2003). 

 

 Entretanto, atualmente persiste a dificuldade em obter dados epidemiológicos 

concretos, por fatores tais como a possibilidade do indivíduo ser diagnosticado em 
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uma região distante daquela onde foi infectado. Sendo assim, Borelli et al. (1972), 

denominaram “reservárea” o local onde o fungo habita de modo sapróbio, ambiente 

no qual o indivíduo se infecta, diferenciando-o do local de diagnóstico da infecção. 

Com base nessa denominação 14 reserváreas foram identificadas no Brasil 

localizadas em florestas tropicais e subtropicais contendo rios, lagos ou córregos e 

umidade elevada, temperatura variando entre 10 e 28°C e pluviosidade variando de 

500 á 2500 mm ao ano, bem como solo caracteristicamente ácido (RESTREPO, 

1985; WANKE & LODERO, 1994). Na Colômbia, três reserváreas foram identificadas 

utilizando como marcadores casos de PCM em crianças. Possuem altitudes entre 

1300 e 1700 metros, cuja pluviosidade está entre 2000 e 3000 mm e temperatura de 

20°C, aproximadamente, margeada por espécies vegetais de floresta tropical 

(CADAVID & RESTREPO, 1993). Observa-se que tanto nas reserváreas brasileiras 

quanto naquelas situadas na Colômbia, as condições climáticas e geográficas são 

correspondentes (RESTREPO, 1994; WANKE & LODERO, 1994). 

 

 Sugerem-se alguns fatores de risco para a aquisição da infecção, tais como 

idade, sexo, ocupação, etnia, bem como genéticos e hormonais. Homens adultos 

que têm ocupação referente à agricultura com idade entre 30 e 50 anos são 

descritos como os indivíduos mais propícios a se infectarem com P. brasiliensis, cuja 

freqüência atinge até 90% dos casos de PCM na forma crônica (RESTREPO et al., 

1984; RESTREPO, 1985; SHIKANAI-YASUDA et al., 2006). 

 

 Atribui-se a diferença entre a incidência da PCM, de acordo com o sexo, à 

maior exposição do homem aos possíveis reservatórios do P. brasiliensis, a partir do 

manejo do solo e atividade agrícola. Tais fatores de risco foram observados e 

confirmados em lavoura de café no estado de Minas Gerais, onde se isolou o fungo 

e verificou-se alta positividade quando aplicado teste cutâneo com paracoccidioidina 

nos moradores do local e trabalhadores desta lavoura (SILVA-VERGARA, 1997). 

 

 A proporção de casos de acordo com o sexo varia entre países e mesmo 

dentro das áreas endêmicas. No Brasil, a proporção é de 10 a 15 homens para uma 

mulher (BRUMMER et al., 1993). Paniago et al. (2003), descreveram a 

epidemiologia da PCM no Mato Grosso do Sul, no qual entre 1980 e 1999, a 

proporção foi de 10:1. A desigualdade na proporção não pode ser explicada por 
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disparidade na exposição desses indivíduos, pois ambos são igualmente expostos, 

logo uma possível justificativa seria um mecanismo de resistência em mulheres.  

 

 Alguns estudos foram conduzidos para verificar a influência hormonal na 

conversão morfológica do P. brasiliensis. Restrepo et al. (1984), investigaram a 

influência da presença de estrogênio na conversão morfológica, utilizando-se de 

fragmentos de hifas, observando então a inibição da transformação destes em 

leveduras multibrotantes em maior grau por 17β-estradiol. Sítios de ligação com alta 

e baixa afinidade para estradiol foram encontrados posteriormente em ambos os 

estágios morfológicos (STOVER et al., 1986).  

 

 Paralelamente à investigação utilizando fragmentos de hifas, conídios foram 

pesquisados quanto à influência na conversão da forma filamentosa em leveduras 

multibrotantes in vitro, em virtude de conídios serem as prováveis estruturas 

infectantes ao hospedeiro. Como esperado, sofreram inibição da conversão na 

presença de 17β-estradiol em concentrações comparáveis àquelas observadas 

durante o ciclo menstrual (SALAZAR et al., 1988). Com base nestes achados, 

indica-se a resistência de mulheres na infecção por P. brasiliensis, influenciada pelo 

fator hormonal. Em modelo murino, no qual fêmeas foram analisadas quanto ao 

desenvolvimento de leveduras multibrotantes após contato com conídios, observou-

se influência hormonal que o estrogênio exerce na transformação morfológica e 

assim indicando a resistência ao desenvolvimento da infecção (ARISTIZABAL et al., 

1998). 

 

 Referente às etnias, todas são susceptíveis à infecção em função da 

miscigenação da população de áreas endêmicas, contudo indivíduos não residentes 

dessas áreas desenvolvem a doença de forma mais severa, em contraste com 

aqueles indivíduos residentes os quais entram em contato com o fungo e não 

desenvolvem a doença (WANKE & LONDERO, 1994; CERMEÑO et al., 2004; 

KALMAR et al., 2004;). 

 

 Estudos sobre diferenças imunogenéticas no desenvolvimento da PCM 

concluíram que o HLA-B40 é o antígeno leucocitário humano mais freqüente em 

pacientes brasileiros e que sua expressão aumenta entre 4,3 e 29,2 vezes o risco de 
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manifestação da doença. Quando pacientes colombianos foram analisados, os HLA-

A9 e HLA-B13 são os mais observados, elevando em torno de 5,5 vezes o risco de 

desenvolver a doença (WANKE & LONDERO, 1994; BRUMMER et al., 1993). Tais 

diferenças indicam uma possível influência étnica no desenvolvimento da PCM, 

contudo mais investigações a respeito dessa possível relação são necessárias.  

 

 Fatores de risco externos tais como o tabagismo e alcoolismo foram 

estudados e demonstraram uma possível influência na manifestação da doença em 

pacientes que têm o hábito de fumar mais de 20 cigarros de tabaco industrializados 

por dia, o que elevou em 14 vezes a chance de desenvolvimento, contudo o 

consumo de álcool seria um co-fator naqueles pacientes que ingerem acima de 50 

g/dia (SANTOS et al., 2003). 
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1.1.2 Diagnóstico da PCM 
 

 O diagnóstico definitivo da PCM é gerado pela observação da levedura 

multibrotante nos mais variados tipos de espéciems clínicos, ou pelo isolamento do 

fungo em meios de cultura enriquecidos. Testes sorológicos são empregados com 

sucesso como auxílio no diagnóstico precoce da doença e no segmento sorológico 

de pacientes depois de adotada a terapia antifúngica (BRUMMER et al.,1993). Em 

alguns casos, o resultado sorológico é a primeira indicação da natureza fúngica da 

doença, em função do amplo espectro de manifestações clínicas. A importância da 

utilização de métodos imunológicos no auxílio ao diagnóstico se deve ao fato do 

menor tempo necessário para o resultado, em detrimento do diagnóstico micológico 

tradicional, bem como a possibilidade de inferência ao estágio de evolução da 

doença. Neste ponto, o seguimento sorológico do paciente é realizado com base nos 

níveis de anticorpos presentes nos fluidos biológicos, tendo em vista que durante a 

terapia quimioterápica estes tendem a diminuir progressivamente, podendo ser 

avaliada a resposta do paciente ao tratamento (MENDES-GIANNINI et al., 1994). 

 

 Várias metodologias desenvolvidas com o intuito de obter o diagnóstico por 

sorologia foram descritas, nas quais os resultados influenciaram na aplicabilidade. 

Nos centros especializados na América Latina a sensibilidade de testes sorológicos 

positivos em pacientes com PCM varia de 90 a 95%, embora possa alcançar 100%, 

dependendo do teste e da forma clínica da doença (MENDES-GIANNINI et al., 

1994). A grande maioria desses ensaios foi direcionada à pesquisa de anticorpos no 

soro de pacientes confirmados e indivíduos residentes de áreas endêmicas e ainda 

aqueles infectados por outros fungos causadores de micoses sistêmicas ou 

causados por outros fungos dimórficos, tais como Histoplasma capsulatum (Darling), 

Blastomyces dermatitidis (GILCHRIST & W. R. STOKES) e Sporothrix schenckii 

(HECKTOEN & C. F. PERKINS) (NEGRONI et al., 1975; CANO et al., 1986; 

CAMARGO et al., 1988), Lacazia loboi (PUCCIA & TRAVASSOS, 1991a), bem como 

micose oportunista por fungos dos gêneros Aspergillus (P.A. Micheli) e Candida, os 

quais podem gerar reatividade cruzada com soro de pacientes com PCM 

(WALLENBECK et al., 1984; POLAIN et al., 1985). Infecções bacterianas, tal como a 

tuberculose, podem ser alvo de resultados falso-positivos (SHIKANAI-YASUDA et 

al., 2006). 
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 As preparações antigênicas utilizadas nos ensaios sorológicos empregam 

antígenos derivados da fase filamentosa ou leveduriforme, consistindo de filtrado de 

cultura das diferentes morfologias, “cell-free antigen“ (CFA), antígeno somático e 

mistura de antígenos somáticos, citoplasmáticos de leveduras, exoantígeno bruto e 

antígeno purificado (RESTREPO et al., 1984; MISTRETA et al., 1985, CAMARGO et 

al., 1989; CAMARGO et al., 1991; TABORDA & CAMARGO, 1994). Contudo, 

diferentes preparações variam em atividade, reatividade cruzada, qualidade do 

ensaio no qual serão empregados, e principalmente na reprodutibilidade da 

metodologia, sendo dependente então da cepa fúngica usada para obtenção do 

antígeno, morfologia, meio de cultura, tamanho do inoculo e tempo de incubação 

(CAMARGO et al., 1988). Dados tomados de diferentes estudos indicam que 

diferentes testes, ou o mesmo teste utilizando diferentes preparações antigênicas, 

nem sempre fornecem resultados iguais usando o mesmo soro e é aconselhável o 

uso de dois ou mais testes sorológicos para um diagnóstico definitivo (BRUMMER et 

al., 1993). 

 

 Puccia et al. (1986) identificaram o componente antigênico imunodominante 

específico de P. brasiliensis, gp43, constituída de três isoformas com pontos 

isoelétricos (pI) de 6.7, 6.4 e 6.2. O antígeno foi reconhecido pelo soro de todos os 

pacientes com PCM diagnosticada, como confirmado posteriormente por Camargo 

et al. (1989) e Blotta & Camargo (1993). Outros componentes antigênicos foram 

isolados neste trabalho, tais como glicoproteínas de 55 e 72 kDa e um 

glicoconjugado complexo de alto peso molecular. Porém demonstraram ser alvo 

para reatividade cruzada, com exceção do segundo.  

 

Observou-se posteriormente que a excreção de gp43 em meios de cultura 

líquido se processa inicialmente em grandes quantidades durante a fase exponencial 

de crescimento do fungo, chegando à fase estacionária por volta de 15 dias de 

incubação (STAMBUK et al., 1988), ocorrendo de maneira estágio-específica na 

forma leveduriforme (MATTAR-FILHO et al., 1997). O gene que codifica gp43 está 

presente em várias cópias no gemona e constitui-se de um fragmento de 1329 pares 

de base formado por dois exons interrompidos por um íntron de 78 pares de base, 

cuja sequência polipeptídica tem entre 56 e 58% de similaridade com exo-1,3-β-D-
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glucanases de Saccharomyces cerevisiae e Candida albicans (Langenbeck), 

respectivamente (CISALPINO et al., 1996).  

 

 Há indícios de que a gp43 seja um importante fator de virulência, cuja 

interação com as células do hospedeiro seja a base para a patogênese da doença. 

Isto pois, inicialmente em modelo experimental de hamster, verificou-se a forte e 

específica adesão desta glicoproteína à laminina, sugerindo função de receptor para 

esta proteína da matriz extracelular (VICENTINI, et al., 1994). Posteriormente, em 

ensaio in vitro utilizando células Vero, observou-se que P. brasiliensis é capaz de 

aderir e invadi-las através de adesão celular, indicando ainda possibilidade da 

utilização do parasitismo intracelular como mecanismo de evasão do sistema imune 

na paracoccidioidomicose (HANNA et al., 2000), apresentando-se ainda como 

receptor de laminina e fibronectina (MENDES-GIANNINI et al., 2006). Em relação à 

indução de resposta imune, a gp43 induz a produção de altos níveis de anticorpos 

IgG4 em pacientes com a forma juvenil e na forma adulta, níveis elevados de 

anticorpos IgG2 e IgA (BAIDA et al., 1999). 

 

 Além da gp43, uma molécula de 70 kDa (gp70) foi indicada como segunda 

fração antigênica marcadora do sistema P. brasiliensis (PUCCIA et al., 1986), capaz 

de induzir resposta imune humoral, reconhecido em cerca de 96% de pacientes com 

PCM não-tratados e cujos níveis de anticorpos detectáveis no soro diminuem mais 

rapidamente após a terapia antimicótica (CAMARGO et al., 1989). Há produção de 

anticorpos IgG contra este antígeno em ambas as formas clínicas da doença (45% 

na forma aguda e 35% na forma crônica), sendo que na forma aguda induz forte 

resposta imune IgM - 70% - (BLOTTA & CAMARGO, 1993). Mattos-Grosso et al. 

(2003), afirmaram que a gp70 é uma molécula de localização intracelular, contudo 

expressa na superfície da membrana fúngica, sendo constituída de apenas uma 

isoforma com pI de 3,4. Descreveram ainda o envolvimento desta molécula como 

mediadora de um mecanismo de escape do sistema imune do hospedeiro, tendo em 

vista a inibição da atividade de fagócitos via receptores de manose e Fc, diminuindo 

a liberação de NO e H2O2, estando envolvida no estabelecimento e progressão das 

lesões iniciais. 
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 Demais frações antigênicas, que constituem o complexo antigênico do P. 

brasiliensis, têm sido alvos de diagnóstico micológico e sorológico em laboratórios 

de pesquisa, contudo a baixa reprodutibilidade bem como o alto custo desses 

métodos impede a utilização na rotina laboratorial do diagnóstico da PCM. Dentre 

estes, encontram-se proteínas de baixo peso molecular de 22 e 25 kDa designadas 

à produção de anticorpos monoclonais a serem utilizados em uma técnica de 

imunohistoquímica (Figueroa et al., 1994), e proteínas de 27 kDa (MCEWEN et al., 

1996; ORTIZ et al., 1996; ORTIZ et al., 1998; CORREA et al., 2006), 28 kDa (REIS 

et al., 2005), 48 kDa (CASOTTO, 1990; CASOTTO et al., 1991) e 58 kDa 

(CASOTTO, 1990; FIGUEROA et al., 1995) foram utilizadas no sorodiagnóstico, 

entretanto fatores como valor preditivo, sensibilidade e especificidade, além da 

aplicabilidade, foram menores quando comparados aos resultados obtidos utilizando 

gp43 e gp70. 

 

 Um amplo espectro de metodologias foi desenvolvido com o intuito de serem 

utilizadas no diagnóstico da PCM, utilizando diferentes preparações antigênicas, 

geralmente contendo grandes concentrações dos dois antígenos imunodominantes, 

com o objetivo de avaliar sensibilidade e especificidade, tanto na mensuração de 

anticorpos como antígenos circulantes no soro e outros espécimes clínicos 

(BLUMER, et al., 1984; MARQUES-DA-SILVA et al., 2003, 2004a, 2004b, 2005, 

2006; TABORDA & CAMARGO, 1994). 

 

1.1.2.1 Detecção de Anticorpos 
 
 
 Geralmente a detecção de anticorpos anti-P. brasiliensis é um procedimento 

muito útil para o diagnóstico, embora em casos de doenças localizadas os títulos 

permaneçam baixos, enquanto na doença disseminada são altos e caem 

gradativamente durante a terapia. As variações em relação à sensibilidade e 

especificidade são devidas aos diferentes tipos de antígenos empregados nos 

testes. 

 

 O teste de fixação de complemento, primeiramente descrito por Moses 

(1916), usava extrato de P. brasiliensis em solução salina, fornecendo sensibilidade 
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de 80%. A sensibilidade foi aumentada para 90% quando se utilizou antígeno 

polissacarídico no teste para monitorar a resposta ao tratamento (FAVA NETO, 

1961; NEGRONI et al., 1975). Comparação entre testes utilizando antígeno derivado 

de filtrado de cultura da forma leveduriforme mostrou que os testes de imunodifusão 

quantitativo e imunofluorescência indireta tiveram maior sensibilidade em relação ao 

teste de imunodifusão qualitativo e fixação de complemento. Neste trabalho a 

sensibilidade do teste de imunodifusão quantitativo foi de 95% e sugeriu-se que 

títulos a partir de 1:32 geram diagnóstico específico e seria seguro para utilização no 

seguimento sorológico de pacientes em tratamento, sendo mais vantajoso que o 

teste de fixação de complemento devido à melhor aplicabilidade na rotina 

laboratorial (Restrepo & Moncada, 1972). Posteriormente, confirmou-se a 

especificidade deste teste com base na caracterização das linhas de precipitação 

geradas por soros de pacientes com a doença ativa e aqueles sob quimioterapia, 

cujo aparecimento de uma linha de precipitação próxima do orifício contendo o 

antígeno denominada banda 1 foi dita específica, seguindo-se da presença de 

outras duas bandas designadas bandas 2 e 3 de localização intermediária e próxima 

ao orifício contendo soro positivo, respectivamente. O número de bandas 

observadas está relacionado à severidade da doença (SIQUEIRA, 1982; MENDES-

GIANNINI et al., 1994). No que se refere ao seguimento sorológico a última linha de 

precipitação a desaparecer foi a banda 1, no qual apenas 27,7% dos pacientes 

analisados após um período de 2-3 anos de terapia não eram respondedores  a esta 

banda 1 (Restrepo & Moncada, 1974).  

 

 Em ensaio utilizando imunoeletroforese, Yarzábal (1971) identificou 25 arcos 

e indicou que um deles, com migração catódica, denominado arco E, identificado e 

caracterizado posteriormente como antígeno E2 (YARZÁBAL et al., 1977), seria 

específico para pacientes com PCM devido ausência de reatividade cruzada com 

soro de pacientes com outras micoses. Verificou-se que a banda 1 e o antígeno E2 

correspondem à gp43 (PUCCIA et al., 1986), antígeno imunodominante no sistema 

P. brasiliensis, presente em 95 a 98% dos pacientes com a doença ativa. Vários 

tipos de preparações antigênicas foram empregados no teste de imunodifusão, tais 

como filtrado de cultura da fase filamentosa (BLUMER et al., 1984), extrato 

citoplasmático de leveduras (McGOWAN et al., 1985), cell-free antigen {CFA} 

(CAMARGO et al., 1991), entretanto o exoantígeno bruto derivado da forma 
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leveduriforme foi instituído como preparação antigênica mais indicada para o 

sorodiagnóstico pela imunodifusão devido à simplicidade na produção e maior 

estabilidade quando comparado aos demais, além do importante fato de produzir 

sensibilidade em torno de 94% e especificidade de 100% sendo o valor preditivo de 

100% (CANO & RESTREPO, 1987; CAMARGO et al., 1988). 

 

 Técnicas imunoenzimáticas foram empregadas para fins tanto diagnóstico 

como de seguimento terapêutico, aplicando diversas preparações antigênicas 

obtendo-se, pois, diferenças na sensibilidade e especificidade. O Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay (ELISA) foi testado no sorodiagnóstico para PCM 

primeiramente partindo de antígeno metabólico derivado de leveduras, no qual 95% 

dos soros de pacientes com a doença foram detectados com densidade óptica 

superior a 0,150 a uma diluição de 1/400. Contudo, soros de pacientes com 

histoplasmose e candidíase foram detectados acima do valor limite de positividade 

indicado para PCM (Camargo et al., 1984a). Melhores resultados foram obtidos com 

um magnetic-ELISA (Magnetic-Enzyme Linked Immunosorbent Assay), utilizando 

antígeno somático, verificou-se somente 14,2% de reatividade cruzada com soro de 

pacientes com histoplasmose, no qual a taxa de densidade óptica dos soros 

positivos para PCM esteve entre 0,8 e 2,6 (CAMARGO et al., 1984b), indicando 

também melhores resultados no seguimento sorológico dos pacientes quando 

comparado a outros testes, como fixação de complemento (CAMARGO et al., 1986).  

 

 Mendes-Giannini et al. (1984), avaliaram um ELISA de absorção (ABS-

ELISA), cujo antígeno derivou de filtrado de cultura leveduriforme do P. brasiliensis, 

observando alta sensibilidade (100%), no entanto, a especificidade do ensaio foi 

diminuída pela reatividade cruzada com soro de pacientes com outras doenças 

micóticas, tais como histoplasmose, doença de Jorge Lobo, criptococose e 

candidíase. Mesmo com a utilização de proteína purificada (gp43), purificada e 

tratada com metaperiodato (agente antioxidante) e, adsorvida com células de C. 

albicans, a especificidade do ELISA não excedeu 84%, provavelmente devido à 

maior exposição de epítopos de carboidrato constituintes da gp43 após o 

acoplamento em placas de poliestireno, sugere-se que uma possível melhora nos 

resultados pode estar no emprego de gp43 purificada deglicosilada ou no emprego 

de mais de um componente antigênico (PUCCIA & TRAVASSOS, 1991a,b; 
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ALBUQUERQUE et al., 2005; DÍEZ et al., 2003). Apesar da reatividade cruzada, o 

ELISA tem demonstrado bons resultados também na diferenciação dos níveis de 

anticorpos produzidos nas diferentes formas clínicas e no seguimento sorológico de 

pacientes com PCM durante o tratamento (DEL NEGRO et al., 2000; MAMONI et al., 

2001). 

 

 Capture Enzyme Immunoassay (c-EIA), utilizando anticorpos monoclonais 

anti-gp43 para detecção de imunoglobulina G anti-gp43, demonstrou maior 

sensibilidade e especificidade que os outros ensaios enzimáticos - 100% e 96,7%, 

respectivamente (CAMARGO et al., 1994). Contudo, o emprego desta metodologia 

na rotina laboratorial implica a obrigatoriedade de equipamento e profissionais 

especificamente qualificados no preparo dos constituintes do método, como 

antígeno purificado e anticorpo monoclonal, apesar de pouco tempo requerido para 

o resultado.  

 

 Os títulos de anticorpos analisados por um erythro-immunoassay (EIA) 

comparou os resultados obtidos com duas preparações antigênicas distintas 

(peptídeo-polissacarídico e filtrado de cultura liofilizado), obtendo sensibilidade de 

100% com a utilização de antígeno derivado de filtrado de cultura da fase 

leveduriforme do fungo, após o processo de adsorção deste com células de C. 

albicans mortas. Observou-se melhor especificidade a partir de uma diluição do soro 

de 1:3200. Contudo reatividade cruzada foi gerada com soro de pacientes com 

histoplasmose e candidíase (CAMARGO et al., 1984c).  

 

 Taborda & Camargo (1993), obtiveram ótimos resultados em um ensaio de 

hemaglutinação passiva usando exoantígeno bruto de leveduras de P. brasiliensis e 

gp43 purificada, no qual considerando o cut off de 1/200, a sensibilidade e 

especificidade foram de 100%, indicando ainda que esta diluição elimina a 

reatividade cruzada com soro de pacientes com outras micoses.  

 

 Após a identificação dos principais componentes antigênicos do sistema P. 

brasiliensis (PUCCIA et al., 1986), o ensaio de dot blot foi avaliado como 

sorodiagnóstico da PCM, baseado na utilização de exoantígeno de leveduras, 

gerando sensibilidade de 100% para gp43 e 96% para gp70. A reatividade cruzada 
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com soro de pacientes com histoplasmose foi minimizada pela diluição do soro a 10-

3 (CAMARGO et al., 1989). O immunoblotting tem sido utilizado no auxílio 

diagnóstico e seguimento dos pacientes sob quimioterapia, revelando tanto 

sensibilidade como especificidade de 100%, necessitando da utilização de 

preparações antigênicas, tais como exoantígeno bruto, que contenham grande 

concentração de gp43 e gp70, ou antígeno purificado. Em termos de reatividade 

cruzada e resultados falso-positivos, a reação de soros de pacientes com outras 

micoses ou mesmo saudáveis foi observada em torno de 4,3% (BLOTTA & 

CAMARGO, 1993; TABORDA & CAMARGO, 1994). 

 

Atualmente a técnica mais empregada no diagnóstico da PCM é a 

imunodifusão (ID), devido à facilidade na execução, baixo custo, além da 

sensibilidade desta técnica, que fica em torno de 96 a 100%, como citado 

anteriormente. Porém, infelizmente, são poucos os laboratórios da América Latina 

que praticam este método, provavelmente devido à falta de pessoal capacitado e 

treinado, ou ainda instalações laboratoriais insuficientes (CAMARGO et al., 2003).  

 

 As glicoproteínas vêm sendo amplamente utilizadas como substrato em testes 

diagnósticos para detecção de anticorpos durante a PCM, contudo 

glicoesfingolipideos com resíduos de galactofuranase terminais também podem ser 

empregados (BERTINI et al., 2007). A produção e utilização de proteínas 

recombinantes em vetores como Escherichia coli (DINIZ et al., 2002) e Pichia 

pastoris (CARVALHO et al., 2008) tem possibilitado a obtenção de quantidades 

expressivas de proteína com alto potencial de detecção de anticorpos específicos 

em testes sorológicos, tais como Imunodifusão e Western blotting. Não somente a 

gp43 tem sido alvo de recombinação, mas também outras proteínas, como por 

exemplo, a HSP60 de P. brasiliensis, que após a purificação se obtem uma proteína 

de 62 kDa capaz de ser reconhecida por 97,3% dos soros de pacientes com PCM 

em um ensaio de Western blotting (CUNHA et al., 2002).  
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1.1.2.2 Detecção de Antígenos  
 
 
 A partir do sucesso obtido com metodologias direcionadas à detecção de 

antígenos circulantes em outras doenças fúngicas, tais como candidíase 

(MATTHEWS & BURNIE, 1988), criptococose (SNOW & DISMUKES, 1975), 

aspergilose (Weiner & Coats-Stephens, 1979) e histoplasmose (WHEAT, et al., 

1986), investigações foram conduzidas com o intuito de detectar antígenos 

circulantes de P. brasiliensis nos fluidos biológicos de pacientes com a doença. 

Inicialmente, ensaios de imunoprecipitação foram capazes de detectar antígenos 

circulantes no soro de pacientes, estabelecendo uma correlação entre a presença de 

antígenos e a doença ativa e, provando ser um instrumento promissor para o 

diagnóstico da PCM. Contudo, não houve caracterização das frações antigênicas às 

quais os pacientes desenvolveram a resposta imunológica humoral (RODRIGUES, 

et al., 1984; GARCIA et al., 1987).  

 

 A gp43 foi detectada no soro de pacientes com a forma aguda e crônica da 

doença utilizando anti-soro monoespecífico de coelho, imunizado com gp43 derivada 

de filtrado de cultura parcialmente purificado (MENDES-GIANNINI, et al., 1989). 

Neste ensaio, um pool de soros de pacientes com diagnóstico de PCM e antes de 

iniciado o tratamento, bem como pool de soro de pacientes com dois anos de 

seguimento terapêutico, foram caracterizados imunologicamente por imunoblotting. 

O pool de soro foi injetado em uma coluna de afinidade acoplada com 

imunoglobulinas G de anti-soro de coelho, seguida de eluição da coluna e análise do 

eluato em gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE). Observou-se que antes de 

iniciada a terapia quimioterápica, o soro apresentava considerável quantidade de 

gp43 circulante e após dez meses de tratamento esses níveis diminuem, sendo que 

em dois anos de tratamento esta não é detectável, correlacionando-se a detecção 

deste antígeno com a melhora clínica do paciente ou cura clínica. Devido à 

similaridade antigênica, soros de pacientes com histoplasmose apresentaram a 

banda de 43 kDa, indicando a natureza da reatividade cruzada vista nos ensaios 

para detecção de anticorpos(MENDES-GIANNINI, et al., 1989).  
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 Em estudo direcionado à padronização de um método alternativo para inferir a 

atividade da PCM em pacientes com ambas as formas clínicas da doença, IRMA 

(Immunoradiometric assay) foi desenvolvido, utilizando-se imunoglobulina G 

policlonal de coelho imunizado com antígeno citoplasmático, observado como 

melhor preparação antigênica neste ensaio. O método foi sensível para detectar 

concentrações de antígenos circulantes a partir de 0,12 μg/mL (3,6 ng), no qual a 

reatividade cruzada foi visível somente em soros não diluídos de pacientes com 

histoplasmose (FERREIRA-DA-CRUZ et al., 1991).  

 

 Métodos imunoenzimáticos foram empregados para avaliar a antigenemia de 

pacientes com Paracoccidioidomicose. Freitas-da-Silva & Roque-Barreira (1992), a 

partir de ELISA-c (Competitive enzyme-linked immunosorbent assay), demonstraram 

maior sensibilidade para detecção de antígenos de P. brasiliensis em pacientes com 

a forma aguda grave (48,4%), cuja faixa de detecção variou entre 0,03 e 3,4 μg/mL, 

indicando a viabilidade deste para o seguimento sorológico, bem como assegurando 

a correlação entre baixos níveis de antígenos circulantes com melhora clínica do 

paciente, neste caso observado após nove meses de terapia. Após a introdução de 

anticorpos monoclonais em ensaios imunoenzimáticos para detecção de antígenos, 

tanto sensibilidade como especificidade, foram melhoradas.  

 

 O primeiro trabalho descrevendo a utilização de anticorpos monoclonais no 

estudo da PCM, foi desenvolvido com inh-ELISA (inhibition ELISA) utilizando 

anticorpos monoclonais IgG de camundongos BALB/c direcionados a uma proteína 

de 87 kDa, derivada de filtrado de cultura de leveduras de P. brasiliensis, que 

revelou sensibilidade de 100% de detecção de antígenos em pacientes com a forma 

aguda e, 83,3 % e 60% respectivamente para as formas crônica unifocal e 

multifocal, detectando concentração média de antígenos de 15 μg/mL de soro. 

Entretanto, a reatividade cruzada foi alta com soros de pacientes acometidos por 

outras micoses tais como aspergilose e histoplasmose. Neste teste, avaliou-se 

também a presença deste antígeno na urina daqueles pacientes com a doença ativa, 

encontrando-se uma concentração média de 8,37 μg/mL. Contudo, reação cruzada 

com amostras de pacientes com histoplasmose foi frequente (GÓMEZ et al., 1997).  
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 Dados derivados de EIA-c (Competition enzyme assay) e imunoblotting 

avaliando antigenúria indicam este espécime clínico como um bom instrumento para 

o diagnóstico e acompanhamento de pacientes sob terapia (SALINA et al., 1998).  

 

 O inh-ELISA também gerou resultados satisfatórios em relação ao 

seguimento sorológico dos pacientes, no qual se obteve correlação significativa (p < 

0,001) entre o declínio da concentração de antígeno circulante nos fluidos biológicos 

dos pacientes com PCM, de ambas as formas clínicas, e a melhora ou mesmo cura 

clínica (GÓMEZ et al., 1998).  

 

 Recentemente, Marques-da-Silva et al., (2003; 2005; 2006), empregaram o 

inh-ELISA para avaliar a antigenemia de pacientes com Paracoccidioidomicose, 

utilizando anticorpos monoclonais direcionados às proteínas marcadoras do sistema 

P. brasiliensis, gp43 e gp70, em espécimes clínicos tais como soro, lavado 

broncoalveolar e líquido cefalorraquidiano. A gp43 esteve presente em 100% dos 

soros de pacientes com a forma aguda e crônica unifocal da doença em 

concentrações médias de 18,23 μg/mL e 7,64 μg/mL, respectivamente. Na forma 

crônica multifocal 95,31% dos pacientes analisados demonstraram concentração 

média de gp43 circulante de 8,64 μg/mL. Amostras de líquido cefalorraquidiano e 

lavado broncoalveolar também foram 100% reativas neste ensaio, com 

concentrações médias de 19,26 μg/mL e 16,06 μg/mL, respectivamente, provando 

serem espécimes viáveis para o diagnóstico da PCM. Em relação à antigenemia de 

gp70 avaliada por esta metodologia, níveis mais altos foram observados no soro 

(11,86 μg/mL), seguido de lavado broncoalveolar (7,5 μg/mL) e líquido 

cefalorraquidiano (6,78 μg/mL), onde esteve presente em 100% das amostras 

testadas, com exceção de soros de pacientes com a forma crônica multifocal 

(98,43%).  

 

A sensibilidade destes ensaios variou de acordo com o espécime clínico 

ficando em torno de 90 a 100%. Contudo, a especificidade foi de 100%. O sucesso 

deste método foi também obtido no seguimento de pacientes em tratamento com 

itraconazol, nos quais os níveis de antígenos circulantes declinam de forma 

correlacionada com a diminuição dos níveis de anticorpos, sendo que após 12 
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meses de tratamento os níveis de gp43 foram menores que 5 μg/mL e os de gp70 

indetectáveis (MARQUES-DA-SILVA et al., 2004a; 2004b). Apesar do sucesso da 

metodologia tanto no diagnóstico como no seguimento de pacientes após a 

instituição do tratamento, a viabilidade de uso na rotina clínica é desconhecida 

(WHEAT, 2006). 

 

 A despeito de métodos sorológicos, uma proteína de choque térmico (hsp) de 

87 kDa foi purificada e utilizada para produção de anticorpos monoclonais a serem 

empregados em imunohistoquímica de biópsia de pacientes com diagnóstico 

comprovado de PCM. Os resultados obtidos indicaram que a metodologia, baseada 

na ligação de anticorpos monoclonais (Mabs) P1B à hsp 87 kDa de P. brasiliensis, 

pode ser utilizada com sucesso na observação das células do fungo (DÍEZ et al., 

2002). 

 

1.1.2.3 Biologia Molecular e P. brasiliensis 

 
 

A reação em cadeia da polimerase (PCR) vem sendo direcionada à detecção 

de DNA de P. brasiliensis em espécimes clínicos de pacientes com PCM, tais como 

escarro e líquido cefalorraquidiano, utilizando primers de oligonucleotídeos e 

degenerado, obtendo alta sensibilidade e especificidade, no qual sequências de 0,6 

kb e 0,72 kb foram específicas em resultados para escarro e líquido 

cefalorraquidiano, respectivamente (GOMES et al, 2000; CAVALCANTI et al., 2003; 

SAN-BLAS et al., 2005).  

 

Após o sequenciamento do gene codificante da gp43 (CISALPINO et al., 

1996), o desenho de primers específicos para esta seqüência alvo têm sido um dos 

principais esforços para garantir a alta especificidade de metodologias diagnósticas 

baseadas na PCR. Além deste alvo, sequências de subunidades de rDNA (28S, 18S 

e 5.8S) provaram ser um bom meio de investigação epidemiológica e etiológica, pela 

obtenção de sondas DNA-específicas de P. brasiliensis, em análise de amostras de 

solo e órgãos de tatus, as quais foram úteis para evidenciar a presença do fungo 

nesses materiais, bem como em comparação a outros agentes etiológicos de 

micoses sistêmicas, tal como Blastomyces dermatitidis (SANDHU et al., 1997; 
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BIALEK et al., 2000b; HEBELER-BARBOSA et al., 2003; TERÇAROLI et al., 2007). 

Particularmente, a utilização de sondas, tem possibilitado o conhecimento de 

proteínas possivelmente relacionadas à patogenicidade do fungo, como por 

exemplo, a observação de diferenças na expressão do gene de hsp70 durante a 

transição morfológica de P. brasiliensis (PETROFEZA DA SILVA et al., 1999). 

 

 Ensaios de Nested PCR foram conduzidos em modelo experimental, na 

detecção de DNA fúngico em amostras de tecido pulmonar de camundongos 

infectados e, em amostras de soro de pacientes com as diferentes formas clínicas 

de PCM, também baseados em primers para detecção de sequência de gp43, sendo 

que os resultados obtidos demonstraram a detecção de um fragmento de 196 pb em 

amostras de tecido e, baixos níveis de DNA detectáveis no soro (BIALEK et al., 

2000a; CHARBEL et al., 2006).  

 

 Análise de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) tem sido adotada 

para inferir similaridade genética entre diferentes isolados de P. brasiliensis, na 

tentativa de associar os padrões de amplificação com o perfil de virulência do fungo. 

O objetivo central destes trabalhos é conhecer futuramente variações específicas 

que confiram aos diferentes isolados graus de virulência (SOARES et al., 1995; 

CALCAGNO et al., 1998; HAHN et al., 2003; HEBELER-BARBOSA et al., 2003). 

Diferenças filogenéticas já foram detectadas em P. brasiliensis, sugerindo que 

existam três espécies do fungo (S1, PS2 e PS3), cujas diferenças foram observadas 

por análise de sequências de microsatélites (MATUTE et al ., 2006).  

 

 Transcriptomas de P. brasiliensis estão sendo amplamente gerados, partindo-

se de ensaios de microarranjo de cDNA (DNA complementar) baseados em análise 

de EST (Expressed Sequence Tag), nos quais diversas proteínas vêm sendo 

caracterizadas quanto ao nível de expressão durante as alterações morfológicas e 

fisiológicas sofridas pelo patógeno durante a infecção, permitindo a sugestão de 

possíveis papeis dessas proteínas na patogenia da doença (GOLDMAN et al., 2003; 

COSTA et al., 2005; FELIPE et al., 2005; NUNES et al., 2005; PARENTE et al., 

2005; TAVARES et al., 2005; FERREIRA et al., 2006; BASTOS et al., 2007). 
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1.1.2.4 Diagnóstico sorológico utilizando partículas de Látex  

 
 
 Ensaios de aglutinação com partículas de látex têm sido desenvolvidos para o 

diagnóstico das mais variadas etiologias de doenças infecciosas, tais como vírus 

(DEWAR et al., 2005), bactérias (HULL-JACKSON et al., 2006), protozoários 

(ÖNCEL et al., 2005; DOOR et al., 2005; SUNDAR et al., 2005) e algumas micoses, 

como esporotricose (BLUMER et al., 1973), criptococose (TANAKA et al., 1994), 

aspergilose (DUPONT et al., 1990), candidíase (STICKLE et al., 1972), 

histoplasmose (HILL et al., 1962; GERBERT et al., 1972) e coccidioidomicose 

(HUPPERT et al., 1968), variando quanto à sensibilização das partículas, com a 

utilização de antígenos brutos ou purificados a anticorpos monoclonais, interferindo 

então na sensibilidade e especificidade dos resultados obtidos.  

 

Para a maioria dessas infecções o teste de aglutinação com partículas de 

látex está padronizado a nível comercial. Observa-se a comercialização do teste 

para infecções virais, no qual em estudo comparativo para o diagnóstico de 

rotavírus, baseado na utilização de partículas sensibilizadas com anticorpos 

monoclonais, produziu-se sensibilidade e especificidade de 57% e 93%, 

respectivamente (DEWAR et al., 2005). Sensibilidade e especificidade mais 

elevadas foram observadas (87% e 99%, respectivamente) com a utilização de 

anticorpos policlonais anti-Leishmania no kit comercial KAtex para o diagnóstico da 

leishmaniose visceral (Sundar et al., 2005). Em infecções bacterianas, por exemplo, 

antígenos foram utilizados em um teste comercial visando a pesquisa de anticorpos 

IgM durante o curso da leptospirose obtendo boa sensibilidade e especificidade - 

88% e 98%, respectivamente - (HULL-JACKSON et al., 2006).  

 

Referente ao teste de aglutinação no diagnóstico de micoses, geralmente no 

diagnóstico da criptococose e aspergilose, os kits comerciais utilizam anticorpos 

monoclonais ou policlonais para sensibilizar as partículas nos quais são obtidos 

bons resultados com alta sensibilidade e especificidade, variando entre 93-97% e 

100%, respectivamente (KISKA et al., 1994; TANNER et al., 1994; VERWEIJ et al., 

1995). Com a utilização de antígenos na sensibilização, o teste gerou sensibilidade 

mais elevada que testes já padronizados, como a imunodifusão, chegando a 95% no 
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diagnóstico da candidíase sistêmica, enquanto que a especificidade variou de 89% a 

100% (STICKLE et al., 1972).  

 

 Estudo conduzido por Restrepo & Moncada (1978) utilizando partículas de 

látex sensibilizadas com antígenos derivados de filtrado de cultura das fases 

filamentosa e leveduriforme, tratados e não tratados com etanol, foi avaliado com o 

objetivo de diagnosticar a PCM em grupo de pacientes. Os resultados obtidos 

revelaram melhor aplicabilidade da metodologia quando empregado antígeno 

derivado da fase leveduriforme sem tratamento, cuja sensibilidade foi de 69,5% para 

pacientes com a doença ativa e 63% para aqueles em tratamento. Em termos de 

reatividade cruzada, 46,8% dos soros de pacientes com histoplasmose reagiram 

com partículas de látex-paracoccidioidina, sendo que resultados específicos foram 

observados a uma diluição do soro de 1:32. Reações falso-positivas foram pouco 

observadas, da mesma maneira que a reatividade de soro de pacientes com 

tuberculose, bem como doadores de sangue, chegando a 18,5% da população 

estudada. Observou-se neste trabalho que pelo menos 70% de casos de PCM 

podem ser diagnosticados precocemente pela metodologia, e ainda houve 

concordância de 90,4% com resultados de outros testes sorológicos, tais como 

imunodifusão e fixação de complemento.
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1.2 JUSTIFICATIVA 

 
 
 Devido o teste de aglutinação com partículas de látex ser uma técnica 

simples, de fácil e rápida execução e que não necessita de pessoal especializado ou 

de equipamentos automatizados para leitura e obtenção dos resultados, optou-se 

pela sua avaliação como metodologia ao sorodiagnóstico da PCM. Desta maneira, 

com a obtenção dos resultados, sua aplicabilidade tornar-se-ia possível em regiões 

cujos laboratórios de análises clínicas possuam menos infraestrutura que aqueles 

que praticam testes mais elaborados. Com isto o disgnóstico dos pacientes 

residentes nestas regiões efetuar-se-ia precocemente, melhorando seu prognóstico.  

 

 Recentemente, Camargo et al. (2003), produziram e padronizaram 

exoantígeno bruto obtido da forma leveduriforme do P. brasiliensis em meio de 

cultura líquido, cuja composição sabidamente estimula a excreção de grandes 

quantidades do principal antígeno responsável pelo desenvolvimento da resposta 

imune humoral dos pacientes com PCM, promovendo elevadas sensibilidade e 

especificidade ao teste de imunodifusão dupla. Tendo em vista os resultados e a 

elevada reprodutibilidade do emprego desta preparação antigênica no teste de 

imunodifusão, tornou-se apropriado sua utilização neste trabalho. Em relação às 

soluções nas quais ocorre o acoplamento do antígeno em partículas de látex de 

poliestireno, sabe-se que deve ocorrer em faixas de pH próximas ao pI da proteína 

de trabalho. Com a adequação das condições de reação, referente tanto à produção 

de preparação antigênica que produza o mínimo possível de reações cruzadas ou 

falso-positivas, como das condições do meio em que a reação se processa, pode-se 

desenvolver um teste com qualidade e que possibilite obter resultados fidedignos, 

visando obter sensibilidade e especificidade elevadas.  

 

 A partir dos resultados obtidos, pode-se inferir sobre sua aplicabilidade como 

teste diagnóstico precoce e, principalmente como uma metodologia de triagem de 

pacientes em laboratórios menos especializados, tais como os de rotina laboratorial 

nos hospitais de áreas endêmicas. Desta maneira, a confirmação da etiologia 

poderia ser baseada em testes sorológicos padronizados utilizados em laboratórios 

de referência, tais como imunodifusão dupla e Western blot. 
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1.3 OBJETIVOS 

 

 

1.3.1 Objetivo Geral 
 
 
 Desenvolver e avaliar um teste de aglutinação com partículas de látex 

sensibilizadas com exoantígenos bruto do fungo termo-dimórfico P. brasiliensis para 

ser utilizado como auxílio no diagnóstico da paracoccidioidomicose. 

 
 
1.3.2 Objetivos Específicos 
 
 
- Preparar exoantígenos de diferentes isolados de P. brasiliensis e analisar o seu 

perfil protéico em gel de SDS-PAGE; 

- Avaliar se os exoantígenos obtidos respondem no ensaio de imunodifusão com 

soro controle; 

- Sensibilizar partículas de látex com pool de exoantígenos brutos de P. brasiliensis; 

e realizar teste piloto utilizando soro de animais experimentalmente infectados com 

P. brasiliensis; 

- Avaliar o ensaio com partículas de látex sensibilizadas com pool de exoantígenos 

bruto de P. brasiliensis, em amostras de soro de pacientes com diagnóstico 

confirmado de paracoccidioidomicose; 

- Avaliar o ensaio com partículas de látex sensibilizadas com pool de exoantígenos 

bruto de P. brasiliensis, em amostras de soros de pacientes com outras infecções 

fúngicas e não fúngicas; 

- Avaliar o ensaio com partículas de látex sensibilizadas com pool de exoantígenos 

bruto de P. brasiliensis, em amostras de soros de indivíduos saudáveis (Soro 

Humano Normal); 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 
 
 
2.1 FUNGOS  

 
 
 Foram utilizados no estudo os isolados fúngicos Pb113, Pb34 e PbIOC de P. 

brasiliensis. Estes são mantidos na micoteca da Seção de Bacteriologia e Micologia 

(SABMI) no laboratório de Micologia do Instituto Evandro Chagas. Os isolados 

Pb113 e Pb34 foram gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Zoilo Pires de Camargo da 

Escola Paulista de Medicina. 

 

 O isolado Pb113 foi obtido da micoteca da FMUSP, cedida pelo Prof. Lacaz, 

em 1980; Pb34 foi isolado de fezes de pingüim da Antártida no Uruguai; Pb IOC foi 

gentilmente cedido pelo Instituto Oswaldo Cruz  

 
 
2.2 CARACTERIZAÇÃO DAS AMOSTRAS DE SORO 

 

 

2.2.1 Amostra de Soro Hiperimune Produzido em Coelho 
 
 
 Foram produzidos soros hiperimunes anti-P. brasiliensis em coelhos machos 

adultos para a realização do ensaio de imunodifusão. Este soro hiperimune serviu 

como controle positivo. 

 

 Para a produção de soro hiperimune, exoantígenos brutos produzidos a partir 

dos isolados fúngicos, foram inoculados no dorso de coelhos cedidos pelo Biotério 

do Instituto Evandro Chagas. O dorso dos animais foi depilado anteriormente e, 400 

μg de exoantígeno produzido foi emulsificado (mesmo volume de exoantígeno 

utilizado) em adjuvante de Freund completo e 30 μL aproximadamente desta 

mistura, foi aplicado (intradérmico) por ponto no dorso do animal. O protocolo de 

inoculação e o intervalo entre uma e outra imunização utilizado são descritos a 

seguir: 
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Quadro 1: Esquema de imunização para obtenção de soro hiperimune em coelhos 
Dose/Dia Inoculo Via 

1º Adjuvante completo de Freund + 
Ag 400 μg 

Subcutânea 

10º Adjuvante Incompleto de Freund + 
Ag 400 μg 

Intramuscular 

20º Adjuvante Incompleto de Freund + 
Ag 400 μg 

Intramuscular 

30º Adjuvante Incompleto de Freund + 
Ag 400 μg 

Intramuscular 

35º Sangrar* – Titular o soro pela ID Endovenosa – Veia 
marginal-Orelha 

40º Adjuvante Incompleto de Freund + 
Ag 400 μg 

Endovenosa – Veia 
marginal-Orelha 

50º Sangrar – Titular o soro pela ID Punção cardíaca 
 
 
 Após se conseguir uma resposta adequada em ensaio de imunodifusão (ID) 

com os animais imunizados com os exoantígenos (títulos podendo variar de 1:8 a 

1:32), o sangue do animal foi coletado por punção cardíaca. Os soros foram 

separados e aliquotados em eppendorf e armazenados a -20ºC.  

 

2.2.2 Amostras de Soros de Camundongos Experimentalmente Infectados 
 
 
 Camundongos Swiss machos, pesando cerca de 30 g e com idade entre dois 

e três meses foram experimentalmente infectados (infecção intraperitoneal) com 

leveduras de P. brasiliensis. Cada grupo de dez animais foi inoculado com uma 

suspensão de leveduras de P. brasiliensis para cada isolado fúngico utilizado no 

trabalho (Pb113, Pb34 e PbIOC). Sendo assim, cerca de 30 animais receberam 

cada um o equivalente a 5X105 células de leveduras, inoculadas assepticamente no 

peritônio. Os animais receberam anestésico inalatório antes de ser inoculada a 

suspensão de leveduras e uma amostra de sangue foi coletada para servir como 

controle (sem infecção). Após inoculação os animais foram acompanhados 

diariamente e sangrados após um, dois e três meses de infecção. Cada amostra de 

sangue coletada foi analisada em ensaio de imunodifusão e em seguida no ensaio 

com as partículas de látex sensibilizadas. Após três meses de acompanhamento os 

animais que resistiram à infecção foram sacrificados. 
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2.2.3 Amostras de Soros de Pacientes 
 
 
 Foram utilizadas 51 amostras de soro de pacientes com diagnóstico clínico, 

micológico e/ou sorológico de paracoccidioidomicose (PCM). Todas as amostras de 

soro dos pacientes foram testadas previamente pelo ensaio de imunodifusão. 

 

 Foram utilizadas 26 amostras de soro de pacientes com outras doenças 

fúngicas (11 de pacientes com histoplasmose e 15 aspergilose), 49 com outras 

infecções e 20 amostras de soro humano normal (controle negativo), todas 

negativas no ensaio de imunodifusão dupla com antígeno de P. brasiliensis. 

NOTA: Todas as amostras de soro de pacientes que foram utilizadas neste projeto 

estavam armazenadas em freezer -20ºC e fazem parte da soroteca do Laboratório 

de Micologia do Instituto Evandro Chagas e/ ou Laboratório de Sorologia das 

Micoses da Escola Paulista de Medicina. Essas amostras de soro foram 

encaminhadas ao laboratório das referidas instituições para esclarecimento 

diagnóstico. 

 

 

2.3 OBTENÇÃO DE EXOANTÍGENO BRUTO DE P. brasiliensis 

 
 
 Os isolados foram repicados em meio de YPD (Yeast Extract, Peptone, 

Dextrose) e mantidos a 35ºC, com vários repiques sucessivos até a sua completa 

reversão para a fase leveduriforme. Após a reversão completa dos isolados, a 

produção de exoantígeno bruto foi realizada segundo a técnica padronizada por 

CAMARGO et al., (1988). 

 

 As culturas de P. brasiliensis, fase leveduriforme foram repicadas para vários 

tubos contendo meio ágar YPD e cultivadas a 35ºC, por três dias. O crescimento 

fúngico total de pelo menos dez tubos foi transferido com auxílio de alça de platina 

para frascos tipo Erlenmeyer de 250 mL, contendo 50 mL de caldo meio YPD, 

constituindo assim o pré-inóculo e cultivado durante três dias, sob agitação 

constante, a 50rpm, a 35ºC. A seguir, o pré-inóculo foi transferido para frascos do 

tipo Fernbach com capacidade para 2800 mL, contendo 450 mL de meio e cultivado 
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por sete dias, sob as mesmas condições descritas para o pré-inóculo. Após o 

crescimento foram feitos esfregaços, corados pelo método de GRAM e observados 

ao microscópio óptico para verificar se havia contaminação bacteriana. Quando 

constatada a não contaminação, as culturas foram mortas pela adição de mertiolato 

de sódio (0,2 g/L) por 24 a 48 horas a 4ºC. 

 

 O filtrado foi concentrado vinte vezes, por evaporação a vácuo, a 40ºC e 

dialisado contra água destilada, a 4ºC, com várias trocas por 48 horas. A seguir o 

dialisado foi filtrado e a preparação final constitui o antígeno bruto. 

 

2.4 CONTROLE DE QUALIDADE DOS EXOANTÍGENOS PRODUZIDOS 

 

 

2.4.1 Ensaio de Imunodifusão (ID) 
 
 
 Todos os exoantígenos produzidos foram testados em ensaio de 

imunodifusão (ID) para verificar se os mesmos produziam linha de precipitação 

quando em contato com soro hiperimune anti-P. brasiliensis. 

 

 Foi seguida basicamente a técnica de Ouchterlony (1949), com modificações. 

O suporte foi agarose a 1% em salina tamponada com fosfatos 0,1 M (Phosphate 

Buffer Solucion - PBS). Lâminas de vidro (25x75 mm) foram recobertas com 3 mL de 

agarose fundida. O gel de agarose foi então perfurado com um molde perfurador de 

gel cujo esquema é um orifício central e seis ao redor deste, todos medindo 3 mm de 

diâmetro e distanciados 6 mm. Cada orifício tem capacidade para 10 μL. No orifício 

central foi colocado 10 μL do exoantígeno a ser testado e nos demais 10 μL do soro 

controle hiperimune (Figura 1). 

 

 
 

 

 

 

 

 

Figura 1 – Esquema do padrão de orifícios dispostos em lâmina de imunodifusão. 
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 As lâminas foram incubadas por 24 horas, à temperatura ambiente, em 

câmara úmida. A seguir, lavadas por uma hora em citrato de sódio a 5%, seguidas 

de três a cinco lavagens em solução salina 0,85%, por uma hora cada, sendo que na 

última lavagem permanecerão por 24 horas. As lâminas, então foram envoltas em 

papel de filtro umedecido com água destilada e levadas a 37ºC por 24 horas para 

secagem. 

 

 As lâminas foram coradas com “Coomassie Brilhant Blue” a 0,15%, em 

solução de etanol, água destilada e ácido acético (4:4:1), durante 10 minutos e 

descoradas pelo mesmo diluente. 

 

 

2.4.2 Dosagem Protéica 
 
 
 A concentração protéica dos exoantígenos foi determinada pelo método de 

Bradford (1976), utilizando-se como padrão Soro Albumina Bovina (BSA) e 

monitoradas em Gel de Poliacrilamida com Dodecil Sulfato de Sódio (SDS-PAGE) 

 

 

2.4.3 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida com Dodecil Sulfato de Sódio 
(SDS-PAGE) 
 
 
 O perfil protéico dos exoantígenos produzidos foi analisado em gel de SDS-

PAGE para verificar qual a melhor preparação antigênica que deveria ser utilizada 

para sensibilizar as partículas de látex. 

 

 

2.4.3.1 Preparo do Gel  
 
 
 O gel para eletroforese vertical foi preparado segundo Laemmli (1970), em 

uma cuba de eletroforese vertical para mini gel, constando de um gel de separação 

linear a 10% de acrilamida e um gel de empilhamento a 3% de acrilamida, 

polimerizando entre duas placas de vidro separadas por espaçadores com 0,75 mm 
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de espessura. Um pente com dez canaletas foi utilizado para a aplicação das 

amostras. 

 

 Os géis foram preparados a partir de soluções dos reagentes nas seguintes 

proporções:  

 
Quadro 2: Proporção de reagentes para eletroforese em gel com SDS-PAGE. 

Solução estoque Gel de 
separação (10%)

Gel de 
empilhamento (3%) 

Acrilamida-bisacrilamida 
(30%:0,8%) 

5 mL 0,65 mL 

Tris-HCl 1,5 M pH 8,8, SDS 0,2% 3,75 mL --- 
Tris-HCl 0,5 M pH 6,8, SDS 0,2% --- 1,25 mL 

Água bidestilada 6.25 mL 3,05 mL 
Persulfato de amônio a 10% 50 μL 25 μL 

TEMED 10 μL 5 μL 
 

 

2.4.3.2 Preparo das Amostras de Exoantígeno Bruto para a Corrida 

Eletroforética 

 
 
 Volumes contendo 2 µg de amostras foram diluídas individualmente em 

tampão de amostra (Tris-HCl 0,068 M, pH 6,8; 2,3% de SDS; 10% de glicerol; 0,1% 

de azul de bromofenol), adicionados de 2-mercaptoetanol a 5% como agente 

redutor, no momento do uso. As amostras foram aquecidas a 100°C por três minutos 

e aplicadas nas canaletas do gel. 

 

2.4.3.3 Condições de Corrida Eletroforética 

 
 
 A corrida eletroforética foi feita a 25 mA até que o corante azul de bromofenol 

chegue ao final do gel. O tampão de corrida utilizado foi o Tris 0,025 M; glicina 0,192 

M; 0,1% de SDS e pH final 8,3. 
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2.4.3.4 Coloração pela Prata 

 
 
 Após a corrida eletroforética, o gel foi lavado com água bidestilada e corado 

pela prata, obedecendo às seguintes etapas: 

 
Quadro 3: Protocolo de coloração pela prata. 

Número Solução Tempo (minutos) 
1 Metanol 50% + ácido acético 12% + 

formaldeído 0,01% 
15 

2 Água bidestilada 05 
3 Etanol 50% 10 
4 Etanol 50% 10 
5 Etanol 50% 10 
6 Água bidestilada 05 
7 Tiossulfato de sódio 0,2 g/L 10 
8 Água bidestilada 05 
9 Nitrato de Prata 2 g/L + 700 μL de formaldeído 

a 37% 
10 

10 Água bidestilada 05 
11 Solução reveladora (Carbonato de sódio 60 

g/L+ Tiossulfato de sódio 4 mg/L + 500 μL de 
formaldeído a 37%) 

Até revelar as 
bandas 

12 Água bidestilada 05 
13 Metanol 50% + ácido acético 12% 05 
14 Metanol 50% 02 
15 Água bidestilada 05 

 

 

 Todos os reagentes foram dissolvidos em água bidestilada e cada etapa foi 

realizada sob agitação leve. Os géis foram secos entre membranas de celofane e 

devidamente documentados. 

 

2.5 ACOPLAMENTO DO POOL DE EXOANTÍGENOS ÀS PARTÍCULAS DE 

LÁTEX 

 
 
 Uma vez produzidos os exoantígenos e realizado o controle de qualidade, 

estes foram misturados (pool de exoantígenos) e acoplados as partículas de látex.  
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A figura 2 ilustra esquematicamente o ensaio de acoplamento. 

 

 
 

Figura 2 – Esquema de acoplamento do pool de exoantígenos às partículas de látex. 

 

Uma alíquota de 100 μL de suspensão de partículas de látex de poliestireno 

com 0,8 μm de diâmetro (Invitrogen) foi diluída em 900 μL de tampão de adsorção 

(tampão de baixa resistência iônica, com pH igual ou próximo ao pI da proteína), 

obtendo-se por fim uma solução a 1% (10 mg/mL) com volume total de 1 mL foi 

produzida.  

 

 A suspensão diluída foi lavada e centrifugada duas vezes no tampão de 

adsorção. Em seguida, a suspensão de partículas de látex foi adicionada ao pool de 

exoantígeno (400 μg) e agitado delicadamente de uma a duas horas a temperatura 

ambiente. A mistura foi incubada overnight a 4ºC em agitador orbital, o que 

caracteriza a reação como adsorção passiva. Após a incubação, esta mistura foi 

centrifugada, para remover o sobrenadante (que foi guardado para posterior 
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determinação da quantidade de proteínas do exoantígeno que não acoplaram ao 

látex). O precipitado foi ressuspenso em tampão de bloqueio (tampão de adsorção 

com 0,01 - 0,1% BSA) e mantido sob agitação leve por uma a duas horas. Após 

centrifugação, a solução foi suspensa em tampão de adsorção e então armazenada 

a 4ºC.  

 

O quadro 4 descreve o protocolo de acoplamento do pool de exoantígenos as 

partículas de látex. 

 
Quadro 4: Acoplamento do pool de exoantígenos as partículas de látex. 

Número Realizar Tempo 
1 Solubilizar 100 μL de suspensão de partículas de 

látex em 900 μL de tampão de adsorção 
--- 

2 Centrifugar a 13 000 rpm 10 min 
3 Desprezar o sobrenadante --- 
4 Ressuspender em 1000 μL de tampão de 

adsorção 
--- 

5 Centrifugar a 13 000 rpm 10 min 
6 Desprezar o sobrenadante --- 
7 Adicionar a preparação antigênica e completar o 

volume para 1000 μL com tampão de adsorção 
--- 

8 Manter sob leve agitação Overnight 
9 Centrifugar a 13 000 rpm 10 min 

10 Retirar o sobrenadante --- 
11 Suspender em 1000 μL de tampão de bloqueio --- 

12 Manter sob leve agitação 1-2 h 
13 Centrifugar a 13 000 rpm 10 min 
14 Retirar o sobrenadante --- 
15 Suspender em 1000 μL de tampão de adsorção --- 
* Tampões de adsorção testados : PBS ou CO3

2-/HCO3
- 

 

 

 Os tampões de adsorção testados para o ensaio de acoplamento foram PBS 

pH 7.4 e Carbonato-Bicarbonato (CO3
2-/HCO3

-) pH 9.2, escolhidos mediante faixa de 

pH adequado ao do material antigênico utilizado. Os quadros 5 e 6 ilustram o 

protocolo de preparação dos tampões PBS e Carbonato-Bicarbonato, 

respectivamente. 
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Quadro 5: Preparo do tampão de adsorção PBS pH 7.4. 
Reagentes Quantidade 

Fosfato de potássio dibásico 1,82 g 
Fosfato de sódio monobásico 0,22 g 

Cloreto de sódio 8,76 g 

Água deionizada qsp 1000 mL 

 
Quadro 6: Preparo do tampão de adsorção Carbonato-Bicarbonato pH 9.2. 

Reagentes Quantidade 
Solução 0,1M de carbonato de sódio 

 
Carbonato de sódio anidro            10,6g 
Água deionizada                           1000 mL 
 

4 mL 

Solução 0,1M de bicarbonato de sódio 
 

Bicarbonato de sódio                      8,4g 
Água deionizada                             1000 mL 
 

46 mL 

Água deionizada qsp 200 mL 

 

 

2.6 ENSAIO SOROLÓGICO UTILIZANDO PARTÍCULAS DE LÁTEX 

SENSIBILIZADAS COM EXOANTÍGENO BRUTO DE P. brasiliensis 

 
 
 Vinte e cinco microlitros (25 μL) de soro e 25 μL da suspensão de látex 

sensibilizadas foram depositados na superfície de uma lâmina de vidro escuro 

(adequado para visualização da aglutinação) misturados delicadamente por pelo 

menos cinco minutos e a leitura foi feita visualmente. Vê-se, pois, que a aglutinação 

é passiva. Isto porque o teste sorológico ocorre pelo contato e leve agitação da 

amostra de soro com a solução de partículas de látex sensibilizadas. A figura 3 

esquematiza a aglutinação de partículas de látex sensibilizadas testadas com uma 

amostra reativa. 

 

 No presente trabalho o ensaio foi realizado com amostras de soro 

provenientes dos animais infectados experimentalmente e com amostras de soro de 

pacientes com diagnóstico de paracoccidioidomicose, cujas amostras de soro 

encontravam-se armazenadas em freezer a -20ºC. 
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2.7 PRECAUÇÕES DE ORDEM ÉTICA 

 
 
 Este projeto foi submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa envolvendo seres 

humanos e animais do Instituto Evandro Chagas, sendo aprovado sob o Nº 

0011/2007 (Apêndice I). 

 

2.8 RECURSOS FINANCEIROS ALOCADOS PARA O PROJETO 

 
 
 Os recursos financeiros adquiridos para o desenvolvimento do projeto foram 

adquiridos junto ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico 

(CNPq), sendo aprovado no Edital MCT/CNPq 15/2007-Universal, sob processo Nº 

471106/2007-0 (Apêndice II). 

 

2.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 
 

Foi utilizado o programa BioEstat 5.0 (Ayres et al., 2007), empregando os 

testes estatísticos qui-quadrado (χ2) e teste G para relações contidas em tabelas 

2x2. 

 

A determinação dos valores de sensibilidade, especificidade, valor preditivo 

positivo e negativo foram calculados de acordo com as relações ilustradas a seguir: 

 

Sensibilidade: 

                               
 

 

Especificidade: 
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Valor preditivo positivo: 

                                            
 

Valor preditivo negativo: 

                                              
 

ONDE: 

VP: verdadeiros positivos 

VN: verdadeiros negativos 

FN: falso negativos 

FP: falso positivos 

 

 O grau de concordância entre os testes ID e LA foi estabelecido a partir da 

relação a seguir (Martins et al., 1995): 

 

 
ONDE: 

A: é uma amostra com resultado positivo em ambos os ensaios, LA e ID; 

B: é uma amostra com resultado positivo no LA, mas negativo no ID; 

C: é uma amostra com resultado negativo no LA, mas positivo no ID; 

D: é uma amostra com resultado negativo em ambos os ensaios, LA e ID; 

 

 O desenho experimental do estudo está ilustrado no Apêndice III.

 



 55

3 RESULTADOS 
 
 
3.1 PRODUÇÃO DE EXOANTÍGENOS DE ISOLADOS DE Paracoccidioides 

brasiliensis E POOL DE EXOANTÍGENOS 

 
 
 Foram obtidos seis lotes de exoantígenos brutos, sendo dois lotes de 

exoantígenos brutos do isolado Pb34, três lotes do isolado Pb113 e um lote do 

isolado PbIOC. A partir desta obtenção, o pool de exoantígenos foi produzido pela 

mistura de alíquotas equivalentes de cada exoantígeno bruto.  

 

 A preparação antigênica foi submetida ao ensaio de imunodifusão para 

verificar a reatividade do soro controle positivo frente às proteínas imunogênicas 

presentes neste extrato. 

 

3.2 CONTROLE DE QUALIDADE DOS EXOANTÍGENOS E POOL DE 

EXOANTÍGENOS 

 

 

3.2.1 Ensaio de Imunodifusão (ID) 
 
 
 Baseado na técnica de imunodifusão descrita por Ouchterlony (1949), com 

modificações. Todos os exoantígenos produzidos foram positivos neste ensaio, 

sendo observada a formação de linhas de precipitação entre os exoantígenos e o 

soro controle.  

 

 A Figura 3 ilustra os resultados obtidos no ensaio de imunodifusão para cada 

um dos lotes de exoantígenos, nos quais se observou que todos foram reativos no 

controle de qualidade (teste de ID com soro hiperimune). O primeiro lote derivado do 

isolado Pb 34 (A) revelou forte reação com a formação de uma linha de precipitação, 

enquanto que o segundo lote revelou a formação de duas linhas de precipitação (B). 

O primeiro lote derivado do isolado Pb113 (C) mostrou uma fraca reação com a 

formação de apenas uma linha de precipitação entre exoantígeno e soro controle. 
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Os demais lotes provenientes deste isolado (D e E), produziram reações mais fortes 

com duas linhas de precipitação entre exoantígeno e soro controle. O único lote de 

exoantígeno derivado do isolado PbIOC (F), apresentou quatro linhas de 

precipitação. 

 

(A)  Pb34 (B)  Pb 34  

(C)  Pb113  (D)  Pb113  

(E)  Pb 113  (F)  Pb IOC 

Figura 3 - Resultado do ensaio de imunodifusão dos lotes de exoantígenos de P. 
brasiliensis produzidos. 
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 A partir da observação da positividade dos lotes de exoantígenos brutos com 

soro controle positivo (soro hiperimune produzido em coelhos) no ensaio de ID, o 

pool de exoantígenos também foi analisado no ensaio de ID. Sendo assim, quando 

submetido ao ensaio de ID revelou positividade até a diluição de 1:32 do soro 

controle positivo, no qual puderam ser visualizadas duas linhas de precipitação entre 

pool de exoantígeno e soro controle (Figura 4). Desta forma a preparação antigênica 

estava apta ao uso no ensaio de acoplamento com partículas de látex. 

 

 

Puro 

1:8 

1:4 

1:2 

Pool

1:16 

1:32 

 

 

 

Figura 4 - Resultado do ensaio de imunodifusão do pool de exoantígenos de P. 
brasiliensis produzido. 

3.2.2 Dosagem Protéica dos Exoantígenos Brutos e Pool de Exoantígenos 
 
 
 A partir do emprego do método de Bradford (1976), utilizando Soro Albumina 

Bovina (BSA) como padrão, pôde-se quantificar a concentração de proteínas por 

mililitro (mL) de exoantígeno bruto de cada isolado, bem como do pool desses 

exoantígenos. A tabela 1 mostra a quantificação de proteínas verificadas nos 

exoantígenos brutos produzidos e pool de exoantígenos. 
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Tabela 1 - Concentração de proteínas por mL de exoantígenos brutos e pool de 
exoantígenos. 
 

Isolado Lote Concentração 
protéica  
(μg/mL) 

Pb34 1º 1500 

Pb34 2º 1000 
Pb113 1º 940 

Pb113 2º 760 

Pb113 3º 1520 

PbIOC 1º 1310 

Pool --- 1570 

 

 

3.2.3 Perfil Protéico dos Exoantígenos Brutos e Pool de Exoantígenos por 
Eletroforese em Gel de Poliacrilamida com Dodecil Sulfato de Sódio (SDS-
PAGE) 
 
 Foram dispostas quantidades referentes a 5 μg de proteína por canaleta do 

gel de poliacrilamida (10%) para cada exoantígeno. Após a corrida eletroforética, o 

gel foi corado empregando o protocolo de coloração pela prata, descrito 

anteriormente.  

 

A tabela 2 ilustra o conteúdo de proteínas presentes em cada exoantígeno 

bruto, assim como no pool de exoantígenos. 
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Tabela 2 - Massas moleculares das proteínas contidas nos exoantígenos e pool de 
exoantígenos. 
 

Exoantígeno Massas moleculares (kDa) 
Isolado 
fúngico 

Lote 120 70 65 50 47 43 35 30 ≤ 20 

Pb34 1º  X  X  X  X X 

Pb34 2º  X    X   X 

Pb113 1º  X       X 
Pb113 2º X X      X X 

Pb113 3º  X      X X 

PbIOC 1º X         

Pool --- X X X X X X X  X 

 

 

 Os exoantígenos brutos de P. brasiliensis obtidos apresentaram um perfil 

protéico bem diversificado de proteínas, com massas moleculares inferiores a 20 

kDa, atingindo até 120 kDa. 

 

 A principal proteína imunodominante e considerada marcadora do sistema 

paracoccidioidomicose, a proteína de 43 kDa (gp43), esteve presente em 

quantidades expressivas, seguida da proteína de 70 kDa (gp70) em quase todos os 

lotes obtidos. 

 

 A Figura 5 ilustra o perfil protéico dos exoantígenos em gel de poliacrilamida 

após a corrida eletroforética e coloração pela prata. 
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180  

64  

82  

37  

15  

MM                     Pb34     Pb113   Pb113    Pb113    Pb34    PbIOC 

115  

49  

26  

19  

Figura 5 - Perfil protéico dos exoantígenos de P. brasiliensis em gel de Gel de 
poliacrilamida a 10% contendo 5 μg de proteína por canaleta. MM, massa molecular 
(kDa). 

 

 O pool de exoantígenos apresentou perfil diversificado de proteínas, no qual 

puderam ser visualizadas expressivas quantidades da proteína de 70 kDa (gp 70), 

65 kDa, 50 kDa, 43 kDa (gp 43) e de proteínas com massas moleculares inferiores a 

20 kDa. A figura 6 ilustra o perfil protéico do pool de exoantígeno. 
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Figura 6 - Perfil protéico do pool de exoantígenos de P. brasiliensis em gel de Gel de 
poliacrilamida a 10% contendo 5 μg de proteína por canaleta. MM, massa molecular 
(kDa). 

 

3.3 IMUNODIFUSÃO COM SORO DE CAMUNDONGOS 

EXPERIMENTALMENTE INFECTADOS 

 
 
 Após a inoculação das leveduras de P. brasiliensis e seguimento dos animais 

por cerca de três meses, foi observado que somente o grupo de camundongos 

infectados com o isolado Pb113, produziu resposta positiva com a formação de uma 

linha de precipitação observada no ensaio de imunodifusão. Sendo esta resposta 

positiva verificada somente após o segundo mês de infecção.  
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A figura 7 ilustra a positividade destes camundongos no ensaio de 

imunodifusão. 

 

 
 

 
Figura 7 - Imunodifusão positiva de camundongos infectados (Pb113). 

 

3.4 ENSAIO DE AGLUTINAÇÃO PASSIVA COM DE PARTÍCULAS DE LÁTEX 

SENSIBILIZADAS COM POOL DE EXOANTÍGENOS 

 
 
3.4.1 Acoplamento de Proteínas (pool de exoantígenos) em Partículas de 
Látex de Poliestireno  
 
 
 Foram testados dois tampões de adsorção para o ensaio de acoplamento das 

proteínas do pool de exoantígenos as partículas de látex. Os tampões foram 

escolhidos com base na faixa de pH, sendo este adequado e/ou equivalente ao valor 

do ponto isoelétrico (pI) das proteínas constituintes do pool de exoantígenos, dessa 

maneira gerando o mínimo de interferências no micro ambiente da reação passiva 

de acoplamento.  
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 Os tampões utilizados foram o Phosphate Buffer Solution (PBS) pH 7.4 e 

Carbonato-Bicarbonato (CO3
2-/HCO3

-) pH 9.2.  

 

 Seguindo o protocolo de acoplamento anteriormente descrito (item 2.5), foram 

utilizados 400 μg (255 μL) de pool de exoantígenos para sensibilizar a solução de 

partículas de látex. Desta maneira, após a obtenção da solução final, procedeu-se o 

controle de qualidade da mesma, testando-a com o soro de camundongos 

infectados experimentalmente. A figura 7 ilustra o acoplamento do pool de 

exoantígenos brutos de P. brasiliensis às partículas de látex. 

 

 A dosagem protéica do sobrenadante recuperado após o acoplamento 

passivo do pool de exoantígenos, revelou que são necessários cerca 200 μg de 

proteínas para saturar a superfície das partículas de látex contidas em um mililitro (1 

mL) de suspensão a 1% nas condições de acoplamento adotadas neste trabalho, 

bem como as características referentes ao perfil protéico do pool utilizado. 

 

 

3.4.2 Ensaio de LA Utilizando Tampões PBS e CO3
2-/HCO3

- com Amostras de 
Soro Não Inativadas de Camundongos Experimentalmente Infectados 
 
 
 Foram dispostos em lâminas de vidro escuro (que permitem a leitura visual da 

aglutinação) 25 μL de amostra de soro de camundongos infectados 

experimentalmente, utilizando-se amostras de soro não inativadas, não diluídas e 

previamente diluídas em salina 0,85% (1:2 até 1:8) e, acrescido 25 μL da solução de 

LA não diluída, testando-se separadamente as soluções derivadas do acoplamento 

com os tampões de adsorção PBS pH 7.4 e CO3
2-/HCO3

- pH 9.2.  

NOTA: Amostras de soro não inativadas são aquelas testadas diretamente após o 

descongelamento da amostra, sem qualquer medida prévia para proceder ao teste. 

 

 Após 5 minutos da homogeneização e agitação manual da lâmina de vidro, 

pôde-se observar o resultado.  
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 A reação demonstrou aglutinação caracterizada como 1+ (uma cruz) na 

amostra de soro não diluída, devido à formação de grumos grosseiros depositados 

na parte inferior do material, imersos em solução turva, tanto na solução de PBS 

como naquela de CO3
2-/HCO3

- (Quadro 9). 

 

 As diluições do soro foram testadas e o padrão de aglutinação 1+ foi 

observado até a diluição de 1:4, também nas duas soluções (tabela 3). O controle 

negativo utilizado em todos os testes foi uma alíquota de 15 μL de solução de 

trabalho (com PBS ou com CO3
2-/HCO3

-, separadamente) e 15 μL de solução salina 

0,85%. 

 
Tabela 3 - Padrões de aglutinação obtidos após testar as partículas de LA nos tampões 

PBS e CO3
2-/HCO3

- utilizando amostras de soro de camundongo não inativadas.  

Padrão de aglutinação 
Solução de LA 

 
Amostra de soro 

PBS CO3
2-/HCO3

-

Não diluída 1+ 1+ 
1:2 1+ 1+ 
1:4 1+ 1+ 
1:8 - - 

 

3.4.3  Ensaio de LA com Soro Inativado de Camundongos Experimentalmente 
Infectados  
 
 
 O ensaio com LA foi utilizado em amostra de soro inativado de camundongos 

infectados experimentalmente. A inativação das amostras de soro ocorreu pelo 

aquecimento da amostra á 56°C em banho-maria. Este procedimento tem por 

finalidade desprender possíveis complexos imunes na amostra, facilitando assim a 

ligação de anticorpos presentes na amostra às partículas de látex sensibilizadas. 

Empregaram-se as mesmas condições descritas anteriormente. Na solução 

preparada com PBS, obteve-se padrão de aglutinação 1+ na amostra não diluída. 

Contudo, as diluições se apresentaram negativas. Na solução preparada com CO3
2-

/HCO3
-, a aglutinação (1+) foi verificada na amostra não diluída e na diluição de 1:2 

(tabela 4).  
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Tabela 4 - Padrões de aglutinação obtidos após testar as partículas de LA nos tampões 

PBS e CO3
2-/HCO3

- utilizando amostras de soro de camundongo inativadas a 56ºC. 

Padrão de aglutinação 
Solução de LA 

 
Amostra de soro 

 PBS CO3
2-/HCO3

-

Não diluída 1+ 1+ 
1:2 - 1+ 
1:4 - - 
1:8 - - 

 

3.4.4  Ensaio de LA Diluídas nas Soluções de Tampões PBS e CO3
2-/HCO3

-

 
 
 As soluções de LA preparada nos tampões (PBS e CO3

2-/HCO3
-) 

 foram diluídas (1:2 até 1:8) nos respectivos tampões de adsorção, para verificar até 

que faixa de diluição dessas soluções, se observaria reatividade, visando à 

utilização da solução de LA diluída.  

 

 As duas soluções geraram aglutinação 1+ até a diluição de 1:4, quando 

testadas com a amostra de soro não inativada, não diluída dos camundongos 

infectados experimentalmente. Entretanto, a diluição de 1:4 mostrou baixa 

quantidade de partículas, inviabilizando seu uso como solução de trabalho (tabela 

5). Logo, a diluição de 1:2 da solução de partículas pôde ser adotada. 

 
Tabela 5 - Padrões de aglutinação obtidos no ensaio de LA diluído em seus respectivos 
tampões de adsorção (PBS e CO3

2-/HCO3
-), utilizando soro de camundongo não inativado e 

não diluído. 
Diluição da solução LA 

PBS e CO3
2-/HCO3

-
Amostra de soro Padrão de 

aglutinação 
1:2 Não diluída 1+ 
1:4 Não diluída 1+ 
1:8 Não diluída - 

 

 

 Na amostra de soro inativada, não diluída dos camundongos 

experimentalmente infectados foi observado padrão de aglutinação 1+ até a diluição 

de 1:4 da solução de partículas em tampão CO3
2-/HCO3

- (tabela 6). Contudo, quando 
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esta amostra foi testada com a solução de PBS diluída, não houve reatividade dessa 

amostra de soro.  

 
Tabela 6 - Padrões de aglutinação obtidos no ensaio de LA diluído em seus respectivos 
tampões de adsorção (PBS e CO3

2-/HCO3
-), utilizando soro de camundongo inativado e não 

diluído. 
Padrão de aglutinação  

Diluição da solução LA PBS CO3
2-/HCO3

-

1:2 - 1+ 
1:4 - 1+ 
1:8 -  

 

 

 Devido à solução preparada com PBS apresentar limitações técnicas quanto 

aos parâmetros técnicos, como formação de pellet de partículas na borda do frasco, 

dificuldade de suspensão durante o ensaio de acoplamento, bem como formação de 

precipitados na alíquota depositada sobre a lâmina de vidro, além de inferior 

reatividade com o soro controle positivo (animais infectados) citada anteriormente, 

adotou-se para o teste com soro de pacientes diagnosticados previamente com 

PCM, a solução preparada com tampão de adsorção CO3
2-/HCO3

- como ideal neste 

trabalho. Isto devido não se observar as limitações técnicas descritas para a solução 

de PBS. 
 

 A partir desta constatação, os demais testes, com soro de pacientes 

diagnosticados com PCM e outras infecções fúngicas, bem como aqueles indivíduos 

tidos como saudáveis, foram testados com a solução e LA diluído 1:2 em tampão 

CO3
2-/HCO3

- (Paracoccilatex). Além disso, sua aplicabilidade foi confirmada, 

testando-se soro de um paciente com PCM na forma aguda, cujo resultado do teste 

de ID foi positivo até a diluição do soro de 1:16. Neste ensaio, a observação de 

aglutinação (1+) foi possível até a diluição de 1:4 do soro não inativado e 1:2 do soro 

inativado deste paciente, resultados ilustrados nas tabelas 7 e 8, respectivamente. 
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Tabela 7 - Padrões de aglutinação obtidos com amostra de soro PCM não inativado após 
teste com Paracoccilatex (LA/ CO3

2-HCO3
-). 

Amostra de soro Padrão de aglutinação 
Não diluída 1+ 

1:2 1+ 
1:4 1+ 
1:8 - 

 
 
Tabela 8 - Padrões de aglutinação obtidos com amostra de soro PCM inativado após teste 
com Paracoccilatex (LA/ CO3

2-HCO3
-). 

Amostra de soro Padrão de aglutinação 
Não diluída 1+ 

1:2 1+ 
1:4 - 
1:8 - 

 

 

3.5 ENSAIO DE AGLUTINAÇÃO PASSIVA COM PARACOCCILATEX EM 

AMOSTRAS SORO  

 

 

3.5.1 Dados clínicos, epidemiológicos e laboratoriais dos pacientes com 
PCM 

 
 
 Um total de 51 amostras de soros de pacientes diagnosticados previamente 

por exame direto e/ou ID foram testados. Destes, 33 foram provenientes da 

demanda espontânea do Laboratório de Micologia do Instituto Evandro Chagas e, 18 

provenientes de região endêmica, cedidos pelo professor Dr. Zoilo Pires de 

Camargo.  

 

 A média de idade dos pacientes foi de 44 anos, sendo 92,16% (47/51) do 

sexo masculino, e a maioria residente em áreas rurais do país (94,12%; 48/51). 

Quanto à forma clinica da PCM, a forma crônica foi a mais freqüente, sendo 

observada em 88,24% (45/51) dos pacientes, dos quais 51,11% (23/45) 

apresentavam a forma crônica multifocal e 48,89% (22/45) a forma unifocal. A forma 

aguda foi observada em 11,76% (6/51) dos pacientes participantes do trabalho. A 
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tabela 9 resume as principais características epidemiológicas dos pacientes com 

PCM. No que se refere à ocupação, 72,55% (37/51) dos pacientes exerciam alguma 

atividade relacionada ao campo, enquanto 27,45% (14/51) exerciam atividades afins, 

ou seja, que não tinham contato direto com lavouras, etc. 

 
Tabela 9 - Principais dados clínicos e epidemiológicos dos pacientes com PCM. 

Média de 
idade 
(anos) 

Sexo 
n (%) 

Forma clínica 
n (%) 

Masculino Feminino Aguda Crônica 

45 (88,24) 
Unifocal Multifocal

 
 

44 47  
(92,16) 

04  
(7,84) 

06  
(11,76) 

22 (48,89) 23 (51,11)
 

 

 O diagnóstico prévio destes pacientes foi dado pelo exame direto (7,84%; 

4/51), sorologia baseada no este de ID (49,02%; 25/51), bem como pela combinação 

da observação da levedura multibrotante no espécime clínico (exame direto - ED) e 

confirmação pelo sorodiagnóstico (43,14%; 22/51). A figura 8 ilustra a distribuição 

dos pacientes de acordo com o diagnóstico. 

 
 

 

Figura 8 – Distribuição dos pacientes de acordo com o tipo de diagnóstico para PCM. 
ED, exame Direto; ID, Imunodifusão. 
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 A ID foi positiva em 92,16% (47/51) das amostras de soro desses pacientes, 

demonstrando linhas de precipitação desde a amostra não diluída até a diluição de 

1:1024. Somente 7,84% (4/51) das amostras foram negativas neste ensaio, sendo 

estes pacientes diagnosticados como tendo PCM por meio de exame direto de 

amostra clínica (raspado de lesão). A figura 9 mostra a distribuição dos títulos 

observados nas amostras de soro de pacientes com PCM testadas pelo ensaio de 

ID. 

 
 

 

Figura 9 - Distribuição dos resultados do teste de ID de pacientes com PCM. 
 

 Não houve relação estatisticamente significante entre diagnóstico da PCM 

dado pelo teste de ID e, as formas clínicas da doença, o sexo do paciente, bem 

como a ocupação. As tabelas 10, 11 e 12 demonstram a relação destes dados. 

 
Tabela 10 - Comparação do resultado do sorodiagnóstico para PCM gerado pelo teste de ID 
de acordo com as formas clínicas da doença.  

Formas clínicas  ID 
Aguda Crônica 

Total 

Positivo 06 41 47 
Negativo 00 04 04 

Total 06 45 51 
Teste G: 1,0456; p = 0,3065 
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Tabela 11 - Comparação do resultado do sorodiagnóstico para PCM gerado pelo teste de ID 
de acordo com o sexo dos pacientes. 

Sexo  ID 
Masculino Feminino 

Total 

Positivo 44 03 47 
Negativo 03 01 04 

Total 47 04 51 
Teste G: 1,2298; p = 0,2674 
 
Tabela 12 - Comparação do resultado do sorodiagnóstico para PCM gerado pelo teste de ID 
de acordo com a ocupação dos pacientes. 

Ocupação  ID 
Agrícola Afins 

Total 

Positivo 34 13 47 
Negativo 03 01 04 

Total 37 14 51 
Teste G: 0,0133; p = 0,9081 
 

3.5.2 Ensaio de LA em Amostras de Soro de Pacientes com PCM Utilizando 
Paracoccilatex 

 
 
 No ensaio de aglutinação com Paracoccilatex, observou-se reatividade de 

84,31% (43/51) das amostras de soro de pacientes com PCM, não se observando 

aglutinação em 15,69% (8/51).  

 

A figura 10 ilustra a reatividade dos pacientes frente ao Paracoccilatex.  

 
 

 

Figura 10 – Distribuição dos pacientes com PCM de acordo com a reatividade no LA 
(Paracoccilatex). 
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 Os padrões de aglutinação observados variaram de 1+ (formação de grumos 

grosseiros imersos em solução turva) até 4+ (formação de grumos bem definidos, 

agrupados de forma centralizada, imersos em solução límpida) no teste com 

amostras de soro não diluídas. Sendo assim, 39,54% (17/43) revelaram padrão de 

aglutinação 1+. Os padrões de aglutinação 2+ e 3+ foram observados com 

percentuais de 18,60% (8/43) cada. O padrão 4+ foi obtido em 23,26% (10/43) das 

amostras reativas testadas.  

 

A figura 11 ilustra o resultado de uma observação de aglutinação padrão 4+ e 

o resultado negativo (branco).  

 

 
 

 

Figura 11 – Resultados obtidos com Paracoccilatex em caso positivo (4+) e negativo. 

 

A figura 12 ilustra a freqüência dos padrões de aglutinação observados com o 

soro de pacientes com PCM. 
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Figura 12 – Frequência dos padrões de aglutinação observados nas amostras de 
soro não diluídas reativas no ensaio de LA. 

 

 Como foi citado anteriormente 15,69% (8/51) das amostras de soro de 

pacientes com PCM não foram reativas no ensaio de LA com Paracoccilatex. Quatro 

(04) amostras de soro produziram traços de reatividade, sendo então obtidos 

resultados sólidos em relação à aglutinação caracteristicamente positiva, mediante a 

diluição destas amostras à 1:2 em solução salina 0,85%. Portanto, uma (01) amostra 

produziu padrão 1+, duas (02) amostras produziram padrão 2+ e, uma amostra 

produziu padrão 3+. Esses resultados foram computados em amostras reativas na 

diluição 1:2, tendo em vista que amostras com padrões de aglutinação acima de 1+ 

foram diluídas a fim de inferir a permanência dos padrões de aglutinação dessas 

amostras. Logo, quando amostras de soro que apresentaram elevados padrões de 

aglutinação foram diluídas, observou-se regressão dos padrões de aglutinação 

paralelamente às faixas de diluição.  

 

 De acordo com a amostra de soro, obteve-se que 29,41% (15/51) foram 

amostras reativas quando não diluídas, 9,80% (5/51) foram reativas com amostra 

não diluída e mantiveram reatividade até a diluição 1:2. A permanência de 

reatividade até a diluição 1:4 foi observada em 5,88% (3/51). Foram observada 
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permanência de reatividade nas diluições de 1:8, 1:16, 1:32 e 1:64 em 9,80% (5/51), 

7,84% (4/51), 17,65% (9/51) e 3,92% (2/51), respectivamente. Não houve 

permanência de aglutinação acima da diluição de 1:64.  

 

 A figura 13 ilustra a freqüência da reatividade das amostras não diluídas e 

diluídas, bem como aquelas não reativas. Das amostras não reativas, quatro (04) 

corroboraram com o sorodiagnóstico negativo obtido no teste de ID, sendo estes 

pacientes apenas diagnosticados pelo exame direto. As outras quatro (04) amostras 

não reagiram no ensaio de aglutinação, mas no teste de ID foram positivas, com 

linhas de precipitação sendo observadas desde a amostra não diluída à diluição de 

1:2.  

 

 
 Figura 13 – Distribuição dos resultados do teste de LA de pacientes com PCM. 

 

 Não houve relação estatisticamente significante entre o sorodiagnóstico 

gerado pelo Paracoccilatex e as formas clínicas da doença, sexo e ocupação dos 

pacientes. As tabelas 13, 14 e 15 demonstram a relação desses dados. 
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Tabela 13 - Comparação do resultado do sorodiagnóstico para PCM gerado pelo teste de 
LA (Paracoccilatex) de acordo com as formas clínicas da doença. 

Forma clínica  LA 
Aguda Crônica 

Total 

Positivo 06 37 43 
Negativo 00 08 08 

Total 06 45 51 
Teste G: 2,1913; p = 0,1388 
 
Tabela 14 - Comparação do resultado do sorodiagnóstico para PCM gerado pelo teste de 
LA (Paracoccilatex) de acordo com o sexo dos pacientes. 

Sexo  LA 
Masculino Feminino 

Total 

Positivo 41 02 43 
Negativo 06 02 08 

Total 47 04 51 
Teste G: 2,8669; p = 0,0904 
 
Tabela 15 - Comparação do sorodiagnóstico para PCM gerado pelo teste de LA 
(Paracoccilatex) de acordo com a ocupação dos pacientes. 

Ocupação  LA 
Agrícola Afins 

Total 

Positivo 32 11 43 
Negativo 05 03 08 

Total 37 14 51 
Teste G: 0,4573; p = 0,4989 
 

 

 O teste de LA com Paracoccilatex no sorodiagnóstico da PCM, mostrou-se 

tão eficaz quanto o teste sorológico amplamente executado na atualidade por 

laboratórios de referência, a imunodifusão dupla (Tabela 16), ressaltando sua 

aplicabilidade. 

 
Tabela 16 - Comparação do resultado do sorodiagnóstico para PCM gerado pelos ensaios 
de ID e LA (Paracoccilatex). 

Resultado ID LA 
Positivo 47 43 
Negativo 04 08 

Total 51 51 

  χ2 = 1,511; p = 0,3566 
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3.5.3 Ensaio de LA em Amostras de Soro de Pacientes com Outras Infecções 
Fúngicas Utilizando Paracoccilatex 

 

 

5.5.3.1 Ensaio de LA em Amostras de Soro de Pacientes com Aspergilose 

 
 
 Foram testadas 15 amostras de soro de pacientes com aspergilose, sendo 

estes previamente diagnosticados sorologicamente pelo teste de ID utilizando 

exoantígeno bruto de Aspergillus fumigatus. Das 15 amostras, cinco (05) eram 

provenientes da demanda espontânea do Laboratório de Micologia do Instituto 

Evandro Chagas e, 10 foram cedidas pelo professor Dr. Zoilo Pires de Camargo 

(UNIFESP).  

 

 No ensaio de LA com o Paracoccilatex, 73,33% (11/15) foram negativas e 

26,67% (4/15) foram reativas no ensaio. Duas amostras produziram padrão de 

aglutinação 2+ e as duas restantes exibiram padrão 1+. Foi possível testar as 

diluições de três amostras (uma com padrão 2+ e duas com padrão 1+). As diluições 

produziram padrão 1+, sendo a primeira somente reativa na diluição 1:2, e entre as 

demais, uma manteve o padrão até a diluição 1:4 do soro, enquanto a outra não foi 

reativa quando diluída.  

 

 A figura 14 ilustra a reatividade de amostras de soro de pacientes com 

aspergilose no ensaio de LA com o Paracoccilatex. 
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Figura 14 - Reatividade de amostras de soro de pacientes com aspergilose no ensaio 
de LA com Paracoccilatex. 

3.5.3.2 Ensaio de LA em Amostras de Soro de Pacientes com Histoplasmose 

 
 
 Foram testadas 11 amostras de soro de pacientes com histoplasmose, 

diagnosticados previamente pelo teste de ID. Seis amostras foram provenientes da 

demanda espontânea do Laboratório de Micologia do Instituto Evandro Chagas e 

cinco, cedidas pelo professor Dr. Zoilo Pires de Camargo (UNIFESP). 

 

 Quando testadas no ensaio de LA com Paracoccilatex, 72,73% (08/11) das 

amostras foram negativas e 27,27% (03/11) foram positivas. Das três amostras 

positivas no LA, duas produziram padrão de aglutinação 2+, enquanto que uma 

demonstrou padrão 3+. Foi possível testar as diluições de somente uma amostra de 

soro reativa (proveniente do Laboratório de Micologia do Instituto Evandro Chagas), 

cuja aglutinação foi padrão 2+, sendo que este padrão permaneceu na diluição 1:2 e 

regrediu na diluição de 1:4. 

 

 A figura 15 ilustra a reatividade de amostras de soro de pacientes com 

histoplasmose no ensaio de LA com Paracoccilatex. 
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Figura 15 – Reatividade de amostras de soro de pacientes com histoplasmose no 
ensaio de LA com Paracoccilatex. 

 

3.5.4 Ensaio de LA em Amostras de Soro de Indivíduos com Outras Infecções 
Não Fúngicas Utilizando Paracoccilatex 
 
 
 Foram testadas 49 amostras de soro de pacientes com outras doenças não 

fúngicas. Estas amostras eram advindas da demanda espontânea do Laboratório de 

Micologia do Instituto Evandro Chagas. Essas amostras deram entrada para 

investigação sorológica, mas foram negativas no teste de ID para PCM, 

histoplasmose e aspergilose. 

 

 No ensaio de LA com Paracoccilatex, 77,55% (38/49) foram negativos e 

22,45% (11/49) foram positivos. A figura 16 ilustra a reatividade de amostras de soro 

de indivíduos sem infecção no ensaio de LA com Paracoccilatex. 
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Figura 16 – Reatividade de amostras de soro de indivíduos sem infecção no ensaio 
de LA (Paracoccilatex). 

 

 O ensaio de LA foi apto em produzir o sorodiagnóstico da PCM, pois é capaz 

de gerar resultados fidedignos em amostras de soro com diagnóstico de infecção por 

P. brasiliensis, quando comparado a amostras de soro de pacientes com etiologias 

diversas.  

 

 

3.5.5 Ensaio de LA em Amostras de Soro Humano Normal Utilizando 
Paracoccilatex 

 
 
 Foram testadas 20 amostras de soro de indivíduos sem qualquer tipo de 

infecção. Nenhuma das amostras testadas mostrou reatividade com o 

Paracoccilatex. 

 

A tabela 17 mostra a comparação dos resultados obtidos com ensaio de LA 

com Paracoccilatex, em amostras de soro de pacientes com PCM em relação ao 

soro humano normal. 
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Tabela 17 - Comparação do resultado do sorodiagnóstico para PCM gerado pelos ensaios 
de LA (Paracoccilatex) em amostras de soro de pacientes com PCM e amostras de soro 
humano normal. 

LA PCM SHN 
Positivo 43 00 
Negativo 08 20 

Total 51 20 

 χ2 = 42,759; p < 0,0001; SHN- soro humano normal 
 

 

3.5.6 Sensibilidade, Especificidade, Valores Preditivos do ensaio de LA 
(Paracoccilatex) e Grau de Concordância entre LA e ID 
 
 
 A sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivo e negativo do 

ensaio de LA foram de 84,31%, 81,05%, 70,49% e 90,59%, respectivamente.  

 

 O grau de concordância entre os ensaios de LA e ID, empregando a relação 

definida o Martins et al. (1995), foi de 92,16%. 
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4 DISCUSSÃO 
 
 
 Pesquisas têm sido aplicadas para elucidar a patogênese da PCM, 

principalmente no que se refere às moléculas responsáveis pela evasão do fungo do 

sistema imunológico do hospedeiro humano, causa pela qual a doença se 

caracteriza como crônica. Neste ponto, o diagnóstico precoce tem papel 

fundamental para o bom prognóstico do paciente com suspeita clínica de infecção 

pelo P. brasiliensis. Nenhum teste diagnóstico é superior ao isolamento do fungo a 

partir de espécimes clínicos ou a visualização da levedura multibrotante nestes. 

Entretanto, como nem sempre isto é possível, métodos sorológicos baseados na 

pesquisa de anticorpos ou antígenos são de grande valia para se obter o diagnóstico 

precoce, bem como ao seguimento sorológico depois de implantada a terapia 

antifúngica (CAMARGO & FRANCO, 2000). 

 

 A partir da identificação das principais proteínas excretadas pelo fungo em 

meios de cultura líquido (PUCCIA et al. 1986), bem como do reconhecimento dessas 

proteínas pelo soro de paciente com PCM por immunoblotting (BLOTTA & 

CAMARGO, 1993), teve-se como recomendar a melhor maneira de se obter uma 

preparação antigênica contendo proteínas de interesse em uma quantidade 

significante, possível de gerar bons resultados quando empregada em um teste 

sorológico (CARMAGO et al., 2003). 

 

 Atualmente, a metodologia sorológica mais difundida ao sorodiagnóstico da 

PCM é a imunodifusão dupla (ID), utilizando principalmente exoantígeno bruto 

derivado da forma leveduriforme de P. brasiliensis (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006). 

Porém, a técnica é restrita a centros de pesquisa e referência, necessitando sempre 

de profissionais habilitados para realizar o teste.  

 

 No presente estudo, optou-se pela elaboração de um teste sorológico 

baseado em aglutinação passiva, utilizando-se uma solução 1% de partículas de 

látex, sensibilizadas com o mesmo tipo de preparação antigênica aplicado no teste 

de ID, exoantígeno bruto derivado da forma leveduriforme do P. brasiliensis. A 
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escolha da técnica foi devida a sua rápida e fácil execução, obtendo-se o resultado 

em até 10 minutos.  

 

 Os isolados fúngicos utilizados no presente estudo, para obter exoantígeno 

bruto, produziram preparações antigênicas constituídas de quantidades relevantes 

de glicoproteínas, cujas concentrações variaram entre 760 e 1520 μg/mL. O perfil 

protéico dos lotes obtidos foi bastante variado e as duas proteínas imunodominantes 

no sistema-P. barsiliensis, gp43 e gp70, estiveram presentes, bem como proteínas 

de massa molecular inferiores, também reconhecidos amplamente por anticorpos 

anti-P. brasiliensis (MENDES-GIANNINI et al., 1989; ORTIZ et al., 1998; MATTOS-

GROSSO et al., 2003). O pool de exoantígenos aplicado no ensaio de acoplamento 

de partículas de látex, obtido pela homogeneização de quantidades equivalentes de 

cada lote de exoantígeno bruto, constituiu-se boa quantidade de proteínas (1570 

μg/mL), contendo rico perfil protéico. Além das proteínas de interesse, outras 

proteínas foram observadas somente no pool, as de massa molecular 65, 47 e 35 

kDa, provavelmente devido à formação de quantidades detectáveis após a mistura 

de preparações nas quais se apresentavam como traços. 

 

 Em nossa pesquisa, pool de exoantígenos foi testado no ensaio de ID com 

soro hiper-imune produzido em coelhos, verificando-se reatividade a partir da 

amostra de soro não diluída até a diluição de 1:32, justificando-se sua possível 

utilização na sensibilização das partículas de látex, bem como no ensaio de LA.  

 

 A seleção das partículas de látex neste trabalho para o desenvolvimento da 

metodologia, quanto à natureza e dimensão (poliestireno, medindo 0,8 μm de 

diâmetro), justifica-se pelo amplo emprego em ensaio baseados na aglutinação 

passiva, tanto no sorodiagnóstico de infecções fúngicas (criptococose, candidíase, 

aspergilose), quanto nas infecções derivadas de agentes não fúngicos, como por 

exemplo, bactérias (Staphylococcus aureus, Escherichia coli), protozoários 

(Leishmaniose) e vírus (KAMI et al., 2000; MISAKI et al., 2003; DEWAR et al., 2005; 

SUNDAR et al., 2005; TANEJA et al., 2006; WEIST et al., 2006; SAHA et al., 2008). 
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 No que se refere à relação massa de partículas e o volume da solução 

adotada, uma concentração 1% constituída de 10 mg de esferas de poliestireno em 

um volume total de 1 mL, foi mais do que suficiente para produzir um ensaio com 

resultados expressivos. Partindo-se de soluções mais ou menos concentradas (em 

partículas), a leitura do teste se torna duvidosa, tendo em vista a exacerbada 

formação de precipitados no momento de realizar o teste, ou a escassez das 

mesmas, respectivamente. Tais parâmetros inviabilizam não somente a leitura, mas 

também a confiabilidade do resultado obtido.  

 

 Os ensaios baseados em aglutinação passiva de partículas de látex (LA) 

relatados até hoje, não descrevem os detalhes do procedimento, dissertando apenas 

as proporções antígeno e partículas para obtenção da solução de trabalho. Contudo, 

essa relação pode variar de acordo com o agente etiológico estudado, devido à 

composição antigênica derivada do mesmo, o que sugere uma consequente 

variação nos ensaios de acoplamentos direcionados ao diagnóstico por LA em 

diversas infecções (BLUMER, 1973; DEE et al., 1981; HOPWOOD et al., 1985; 

DESAKORN et al., 2002). Observa-se também, por exemplo, no diagnostico 

sorológico por LA para criptococose, o qual a partir da assertiva de que a pesquisa 

de anticorpos circulantes não determina o diagnóstico da doença, anticorpos 

(policlonais ou monoclonais) são os substratos indicados para este fim, detectando-

se assim os antígenos circulantes liberados pelo fungo no organismo do hospedeiro 

(KAUFMAN & BLUMER, 1968; TEMSTET et al., 1992). Sendo assim, o que ocorre é 

a padronização, individualmente pré-estabelecida, dos ensaios a desenvolver-se. 

 

 No presente estudo, optou-se pela investigação de duas soluções, para 

servirem como tampão de adsorção no ensaio de acoplamento, obtendo-se ao final 

a solução de trabalho capaz de gerar resultados de LA ótimos com soro de 

pacientes previamente diagnosticados com PCM. Essas soluções foram escolhidas 

com base na faixa de potencial hidrogeniônico (pH) que, teoricamente, 

aproximavam-se do ponto isoelétrico (pI) das proteínas presentes na preparação 

antigênica (pool de exoantígenos brutos). Os tampões empregados foram PBS pH 

7.4 e CO3
2-/HCO3

- pH 9.2. Durante o desenvolvimento do ensaio de acoplamento, 

especificamente nas etapas de suspensão do material após centrifugação, pôde-se 
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verificar a formação de precipitados difíceis de serem homogeneizados, quando da 

tentativa de suspensão do material, com a solução de PBS pH 7.4.  

 

Acredita-se que limitações intrínsecas ao sistema de reação, contato do 

poliestireno com o ambiente fosfatado, influencie na formação desses precipitados. 

Talvez por este motivo os ensaios de LA relatados na literatura, que citam o tampão 

de adsorção utilizado na sensibilização, não empreguem PBS. Nestes trabalhos 

observa-se o emprego de tampões de natureza salina, quimicamente constituídos 

principalmente de glicina (KAUFMAN & BLUMER, 1968; STICKLE et al., 1972; 

MERZ et al., 1977; BLUMER et al., 1973; KAUFMAN et al., 1996), mas outros 

substratos e/ou elementos podem ser observados, como por exemplo, sais de boro 

(GERBERT et al., 1972). Quanto às faixas de pH adotadas, ressalta-se novamente, 

devem ser adequadas ao substrato de trabalho para diminuir possíveis influências 

no sistema de reação. Com base nesses argumentos, o tampão CO3
2-/HCO3

- pH 9.2 

foi eleito para utilização na solução LA de trabalho. 

 

 Além das limitações observadas durante o ensaio de acoplamento do 

presente estudo, o tampão PBS pH 7.4 gerou o mesmo tipo de limitação durante o 

teste piloto de LA com amostras de soro de camundongos infectados 

experimentalmente. Apesar da obtenção do mesmo padrão de aglutinação (1+) visto 

entre as soluções não diluídas (PBS pH 7.4 e CO3
2-/HCO3

- pH 9.2), a formação de 

precipitados durante o teste de LA foi o ponto crítico para a invalidez deste tampão 

neste trabalho. Paralelamente, quando as soluções de trabalho derivadas dos dois 

tampões foram diluídas, observou-se que aquela derivada do tampão PBS pH 7.4 

não gerou aglutinação. Neste processo, a solução derivada do tampão CO3
2-/HCO3

- 

pH 9.2 produziu aglutinação 1+ até a diluição de 1:4, frente à amostra de soro não 

diluída e não inativada de camundongos experimentalmente infectados. Entretanto, 

a diluição 1:2 foi adotada pela produção de visualização ideal do padrão de 

aglutinação. 

 

 A observação dos variados padrões de aglutinação neste trabalho, de 1+ a 

4+, foi somente obtida quando as amostras de soro de pacientes previamente 

diagnosticados com PCM foram testadas pelo ensaio com LA utilizando o tampão 

CO3
2-/HCO3

- pH 9.2 (Paracoccilatex), sendo as amostras de soro não diluídas. O fato 
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de não se obter variação no padrão de aglutinação com soro de animais infectados e 

a obtenção com soro de pacientes, deve-se ao fato de que estes pacientes tiveram 

diagnóstico sorológico pela ID, com anticorpos sendo detectados a títulos variando 

entre 1:2 a 1:1024, enquanto que a detecção de anticorpos na amostra de soro dos 

camundongos infectados experimentalmente foi obtida somente na amostra de soro 

não diluída.  

 

A baixa produção de anticorpos nos animais infectados intraperitonialmente 

com leveduras de P. brasiliensis, justifica-se por uma possível resistência intrínseca 

da linhagem de camundongos utilizada (Swiss) ao desenvolvimento da PCM. Calich 

et al. (1985), determinaram que as linhagens de camundongo B10.A, B10D2/oSn e 

B10D2/nSn são susceptíveis ao desenvolvimento de PCM ao serem infectados por 

leveduras de P. brasiliensis, confirmado pelo elevado nível de anticorpos circulantes; 

esses níveis são diferenciados, exponencialmente, daqueles produzidos por 

linhagens resistentes a partir da 12ª semana pós infecção (SINGER-VERMES et al., 

1993). Em contrapartida, camundongos Swiss foram utilizados para infecção 

experimental para verificar a resposta in vivo e in vitro de um produto composto por 

substâncias homeopáticas (Canova®), difundido nas terapias em indivíduos 

imunodeprimidos (câncer e AIDS), para evidenciar que mudanças ocorrem na 

evolução da PCM experimental. Os níveis de anticorpos dos animais infectados 

foram detectáveis a partir da 6ª semana após a infecção (TAKAHACHI et al., 2006). 

Esses dados corroboram com o observado pelo presente trabalho, no qual uma 

fraca resposta foi obtida no segundo mês após infecção.  

 

 Alguns autores relatam que o diagnóstico de LA conclusivo é gerado após a 

obtenção de determinado padrão de aglutinação produzido com amostras de soro 

previamente diluídas (BLUMER et al., 1973; RESTREPO & MONCADA, 1978; 

KAUFMAN et al., 1996). Contudo, o presente trabalho não especificou esse tipo de 

critério até o momento, devido ao fato de que os padrões de aglutinação foram 

obtidos com amostras de soro de pacientes sabidamente com PCM e não de 

amostras com apenas suspeita de infecção fúngica. Futuramente, com a delimitação 

das causas de reações falso-negativas, tais parâmetros descrever-se-ão. 
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 Por outro lado, fatores relevantes à virulência das cepas de P. brasiliensis, 

podem ter influenciado diretamente na baixa infectividade nesses animais. Sabe-se 

que depois de longo período de subseqüentes passagens em meio de cultura, a 

virulência dos isolados fúngicos tende a sofrer uma redução, mas a recuperação dos 

mesmos após passagem em animal restabelece a virulência (BRUMMER et al., 

1990; SVIDZINSKI et al., 1999; MACORIS et al., 2006). Tais fatores devem ter sido 

limitantes no que se refere à patogenicidade, pois em ensaio desenvolvido 

paralelamente em nosso laboratório não foi possível recuperar os isolados de P. 

brasiliensis dos órgãos destes animais (pulmões, baço e fígado). Entretanto, nos 

exoantígenos brutos obtidos no presente estudo a partir destes isolados, observou-

se quantidades relevantes de proteínas, cuja concentração do pool dessas 

preparações foi de 1570 µg/mL, sendo que gp43 e gp70 estavam presentes, 

preparação esta apta a ser empregada ao sorodiagnóstico da PCM.  

 

 As características epidemiológicas dos pacientes com PCM incluídos neste 

trabalho, tais como média de idade (44 anos), maior incidência sobre o sexo 

masculino (92,16%), elevada procedência da área rural do país (94,12%), cuja 

atividade em lidar diretamente com a lavoura foi intensamente observada (72,55%) e 

maior freqüência da forma crônica (88,24%), corroboram com inquéritos 

epidemiológicos das regiões com diferentes graus de endemicidade (BAGATIN, 

1986; SILVA-VERGARA & MARTÍNEZ, 1998; BLOTTA et al., 1999; CERMEÑO et 

al., 2004; FORNAJEIRO et al., 2005; SHIKANAI-YASUDA et al., 2006). Os pacientes 

com PCM foram diagnosticados previamente pelo exame direto e/ou teste de ID. 

Apesar de as características epidemiológicas dos pacientes corroborarem com as 

descritas na literatura, quando características como sexo, ocupação e forma clínica 

foram comparados aos resultados obtidos pelo teste de ID, não houve significância 

estatística. 

 

 Dos 51 pacientes com PCM incluídos neste trabalho, 92,16% (47/51) foram 

diagnosticados sorologicamente pela ID, cujos títulos variaram de 1:2 a 1:1024 e, 

7,84% (4/51) foram diagnosticados somente pelo exame direto. Estes pacientes 

foram testados pelo ID, teste sorológico este recomendado para compor o 

diagnóstico da PCM (RESTREPO, 1992), contudo se mostraram anérgicos, ou seja, 

não reativos. Anticorpos IgG são caracteristicamente produzidos a altos níveis em 
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ambas as formas clínicas da doença, sendo a mudança de subtipo direcionada para 

produção de anticorpos IgG2 na forma crônica (BLOTTA & CAMARGO, 1993; 

JUVENALI et al., 2001; MAMONI et al., 2002). A ausência de detecção de anticorpos 

pela ID nesses pacientes pode ser explicada pela baixa avidez de anticorpos IgG2 

às frações de carboidrato da preparação antigênica adotada na ID, levando-se em 

consideração a natureza da preparação, um extrato bruto de proteínas, obtido do 

metabolismo da fase leveduriforme do fungo em meio de cultura líquido (NEVES et 

al., 2003). Pararlelamente são necessários testes sorológicos mais sensíveis que a 

ID (Western blotting e ELISA) para detectar estes anticorpos durante a forma crônica 

unifocal, isto por que, pacientes com lesões isoladas produzem baixos níveis de 

anticorpos (VIDAL et al., 2005). No presente trabalho, três dos quatro pacientes 

negativos na ID manifestaram a forma crônica unifocal. O pacientes negativo na ID, 

que produziu a forma crônica, pode fazer parte de um baixo percentual de indivíduos 

que desenvolvem a PCM de forma severa, mas a sorologia se mostra atípica, 

marcada por sucessivos resultados negativos devido ao direcionamento da resposta 

de anticorpos ser produzida para outras frações antigênicas que não gp43 e gp70, 

impedindo a obtenção de resultado positivo como consequência da maioria das 

preparações antigênicas possuírem proteínas de baixa massa molecular ou massas 

moleculares acima de70 kDa em baixas concentrações (SOUZA et al., 1997; VIDAL 

et al., 2005). 

 

 No nosso ensaio de LA com Paracoccilatex, das 51 amostras de soro de 

pacientes com PCM 84,31% (43/51) mostraram reatividade pela observação de 

aglutinação de partículas de látex, em padrões de aglutinação que variaram de 1+ a 

4+. Correntemente, diz-se que anticorpos aglutinantes são detectados no LA, tendo 

tamanho suficiente para produzir uma conexão entre partículas de látex acopladas 

com moléculas reconhecidas por estes anticorpos. Na sorologia de outras infecções, 

indica-se que anticorpos IgM são altamente associados a resultados de LA positivos, 

nos quais outras classes de anticorpos, tais como IgG, IgA e IgD, não seriam 

capazes de produzir conexões efetivas entre partículas sensibilizadas 

(BRONNIMANN & GALGIANI, 1989; PAPPAGIANIS & ZIMMER, 1990).  

 

Em contrapartida, testes baseados na caracterização da resposta imunológica 

humoral durante o curso da PCM, tanto experimental como humana, demonstram 
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que anticorpos IgG são os alvos no diagnóstico da PCM, sejam eles baseados em 

precipitação de complexos imunes, ensaios imunoenzimáticos e, provavelmente nos 

ensaios de aglutinação, em função dos altos níveis produzidos no início da infecção, 

bem como pela permanência destes por longos períodos após iniciada terapia 

antifúngica (VAZ et al., 1992; VAZ et al., 1998; DEL NEGRO et al., 2000; PANUTO-

CASTELO et al., 2003). Sendo assim, talvez por isso, anticorpos IgG sejam 

responsáveis pela ausência de uma relação uniforme entre os padrões de 

aglutinação (1+, 2+, 3+ ou 4+) obtidos com o LA e os títulos indicados no diagnóstico 

prévio pela ID. 

 

 Em ensaios de LA para detecção de antígenos em infecções fúngicas como a 

criptococose, candidíase e aspergilose, os anticorpos IgG são empregados na 

sensibilização das partículas e são capazes de comprovar 93%, 100% e 93% de 

casos suspeitos dessas infecções, respectivamente (TANNER et al., 1994; 

KAUFFMANN-LACROIX et al., 2001; MISAKI et al., 2003). 

 

 Com a aplicação do Paracoccilatex, observou-se reatividade cruzada no 

presente estudo com amostras de soro de pacientes com aspergilose (26,67%; 

4/15), histoplasmose (27,27%; 3/11) e outras infecções (22,45%; 11/49). Estes 

resultados sugerem a presença de similaridade antigênica entres os antígenos 

excretados por estes agentes, fúngicos ou não-fúngicos, culminando na produção de 

anticorpos que reconheçam as proteínas acopladas às partículas de látex. A 

reatividade cruzada é muito comum em testes sorológicos que se baseiam na 

detecção de anticorpos entre infecções fúngicas (YARZABAL, 1982). Mesmo no 

teste de ID, de conhecido valor diagnóstico, também pode ocorrer reatividade 

cruzada de antígeno de P. brasilienses com soro de pacientes com histoplasmose, 

aspergilose, candidíase, esporotricose e blastomicose, contudo a discriminação de 

linhas de precipitação de identidade é bem definida, evitando confusão no momento 

da interpretação do resultado obtido (BUECHNER et al., 1973; RESTREPO & 

MONCADA, 1974). Em testes de LA para infecções fúngicas como aspergilose, 

candidíase, criptococose, coccidioidomicose, que se utilizam da detecção de 

antígenos circulantes em espéciems clínicos, tais como líquido cefelorraquidiano, 

lavado broncoalveolar e soro, são produzidas reatividades cruzadas e, estes kits já 
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são todos comercializados (GERBERT et al., 1972; PHILLIPS et al.,1990; GADE et 

al., 1991; MARTINS et al., 1995; MACHETTI et al., 1998). 

 

 Restrepo & Moncada (1978) elaboraram um teste de LA para ser usado no 

sorodiagnóstico da PCM. A preparação antigênica utilizada foi a paracoccidioidina, a 

qual é adotada atualmente em intradermoreações ao inquérito epidemiológico em 

áreas com suspeita de endemicidade (CERMEÑO et al., 2004). Essa preparação 

antigênica foi um tanto rústica, pois deriva do filtrado de cultura da forma 

leveduriforme, mantida em meio líquido Kelley’s por um mês sob agitação. Sabe-se 

hoje que este tempo de crescimento da cultura de leveduras de P. brasiliensis, 

representa a fase de degradação das proteínas totais excretadas pelo fungo, 

portanto interferiu diretamente na qualidade do antígeno bruto obtido ao final, cuja 

concentração protéica foi de 250 µm/mL (RESTREPO-MORENO & SCHNEIDAU Jr, 

1967; CAMARGO et al., 1988). No que se refere à constitutição, a paracoccidioidina 

posssui alto índice de açúcares, tais como glicose, arabinose e galactose. A partir 

desta preparação, depois de procedido o teste LA, detectou-se reação de 

aglutinação positiva em 69,5% dos soros de pacientes com caso comprovado de 

PCM (48/69). Os resultados considerados positivos no LA foram aqueles com alto 

padrão de aglutinação (3+ e 4+) quando o soro foi diluído previamente a 1:8. Essa 

obrigatoriedade pode ser devida à natureza da preparação antigênica utilizada, 

sendo que os soros devem ser diluídos para que os anticorpos direcionados aos 

epítopos de carboidrato, provavelmente em menor concentração, possam 

reconhecer essas frações na superfície de partículas sensibilizadas.  

 

Logo, uma diferença fundamental, em relação ao presente trabalho, foi o 

emprego do exoantígeno bruto de P. brasiliensis, obtido do metabolismo de células 

leveduriformes, crescidas em meio de cultura quimicamente definido, o qual 

sabidamente produz uma preparação antigênica rica em antígenos 

imunodominantes, observadas durante o curso da doença (CAMARGO et al., 1988; 

CAMARGO et al., 2003). Tal diferença foi crucial para a obtenção de sensibiliadde 

de 84,31% no ensaio de LA apresentado em nosso trabalho. Não somente 

influenciando na detecção mais pronunciada dos casos de PCM comprovados, mas 

a especificidade aqui foi consideravelmente mais elevada (81,05%) quando 

comparada àquela obtida por RESTREPO & MONCADA (1978), 46,8% para soro de 
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pacientes com histoplasmose, 34,3% para outras micoses e 18,5% para pacientes 

com tuberculose e doadores de sangue. 

 

 Em relação à reatividade cruzada, o presente trabalho mostrou que soros de 

pacientes com aspergilose (26,67%), histoplasmose (27,27%) e com outras 

infecções (22,45%) foram reativos. Entretanto, esses valores foram mais 

pronunciados no LA produzido por RESTREPO & MONCADA (1978), no qual a 

reatividade cruzada com soro de pacientes com histoplasmose foi de 33,3%, 

reatividade que se manteve a tiutlos ≥ 1:32. Paralelamente, a titulos < 1:32 a 

positividade dessas amostras foi mais acentuada (10/23). Com amostras de soro de 

pacientes com outras micoses (aspergilose, candidíase sistêmica, coccidioidomicose 

e esporotricose), a positividade foi intensa a títulos de 1:8-1:16 (11/14) e 8,3% 

mantiveram a positividade a títulos ≥ 1:32. Nos casos de infecção não-fúngica, foi 

observado reatividade cruzada com soro de pacientes com tuberculose (17/100) a 

títulos de 1:8-1:16 e 17,6% cuja reatividade foi mantida a títulos ≥ 1:32. Em nosso 

estudo com LA, amostras de pacientes com outras infecções que mostraram 

reatividade, após a diluição das amostras a reatividade foi mantida a títulos ≤1:4. 

Acredita-se que a diluição dessas amostras faça com que o excesso de anticorpos 

ligados inespecíficamente às proteínas acopladas nas partículas se desprenda, 

eliminado esse tipo de falsa-positividade. Não houve falso-positivos quando 

amostras de soro humano normal foram testadas, diferente do obtido em 1978, 

quando 20/100 amostras foram reativas a títulos de 1:8-1:16. 

 

 Como citado anteriormente, as reatividades cruzadas verificadas neste 

trabalho, entre soros de pacientes com outras infecções fúngicas, provavelmente se 

devem à similaridade antigênica entre estes agentes (Histoplasma capsulatum, e 

Aspergillus sp.) com P. brasiliensis (PUCCIA & TRAVASSOS, 1991a; TABORDA & 

CAMARGO, 1994). Uma solução para a diminuição ou eliminação dessa reatividade 

cruzada, entre agentes etiológicos de micoses, seria o tratamento do antígeno com 

metaperiodato de sódio, deglicosilação do mesmo, emprego de proteína purificada 

e/ou deglicosilada ou ainda, tratar a amostra com metaperiodato de sódio (PUCCIA 

& TRAVASSOS, 1991b; ZANCOPÉ-OLIVEIRA et al., 1994; FERREIRA et al., 2008). 

 

 



 90

 Os demais ensaios que utilizam LA no diagnóstico de infecções fúngicas, 

voltados para detecção de antígenos circulantes, demonstram que a inativaçãoa da 

amostra a 56°C por 30 minutos aliado à diluição previa, ou trataemnto com EDTA 

dimunue a produção de resultados falso-positivos, devido à inativação do fator 

reumatóide e dissolução de complexos imunes (KAUFMAN & BLUMER, 1968; 

PREVOST & NEWELL, 1978; ENG & PEARSON, 1981; MAESAKI et al., 1999; 

MARTINS et al., 1995; BLUMER et al., 1973; KAUFMAN et al., 1996; DESARKORN 

et al., 2002). O fator reumatóide (RF) é um anticorpo IgM presente no soro de 

pacientes com artrite reumatóide, o qual interfere diretamente em ensaios de LA, a 

partir da ligação inespecífica desses anticorpos às proteínas presentes nas 

partículas de látex, gerando falsa-positividade (OXENHANDLER et al., 1977; 

JOHNSON & ROBERTS, 1974; BENNETT & BAILEY, 1971). 

 

 No ensaio de LA para o diagnóstico da criptococose, indica-se o tratamento 

da amostra, seja de soro ou líquido cefaloraquidiano (LCR), com pronase, 

aquecimento a 56°C por 30 minutos ou com metaperiodato de sódio, procedimentos 

capazes de aumenter a sensibilidade do teste (STOCKMAN & ROBERTS, 1983; 

GRAY & ROBERTS, 1988; HAMILTON et al., 1991; WHITTIER et al., 1994). Um 

fator interferente, o fluido sinerese (superfície de condensação), formado por 

resíduos de Agar aderidos à alça de platina e suspensos em material biológico a ser 

testado (LCR e LBA) pode gerar reações falso-positivas (ENGLER & SHEA, 1994). 

Entretanto este fator não pode ser atribuído como causa de falso-positivos em nosso 

trabalho, pois o trabalho utilizou somente amostras de soro no teste de LA. Blevins 

et al. (1995) indicaram a possibilidade de ocorrerem falso-positivos quando se 

reutilizam lâminas escuras higienizadas com desinfetantes e detergentes, isto pois, 

formam-se áreas de superfície deteriorada, onde se acumulam blocos de proteínas 

responsáveis pela falsa-positividade. No presente trabalho, as lâminas reutilizadas 

foram higienizadas como sugerido por BLEVINS et al. (1995) não haver 

interferência, utilizando-se alvejante diluído em água destilada. 

 

 Obteve-se no presente estudo 15,69% (8/51) de reações falso negativas no 

Paracoccilatex. Das 8 amostras falso-negativas 4 também foram negativas no ID. 

Tais casos podem ser justificados, como dito anteriormente, pela baixa avidez de 

anticorpos IgG ou pela atipia sorológica desses pacientes com a forma crônica 
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unifocal (NEVES et al., 2003). As quatro amostras restantes foram positivas na ID, 

cuja resposta foi positiva a baixos títulos (uma amostra no soro não diluído e três a 

1:2). A negatividade dessas amostras no teste LA pode ser devida a presença de 

baixos níveis de anticorpos específicos às frações antigênicas acopladas às 

partículas de látex, sendo que este teste necessita níveis de anticorpos mais 

elevados que o teste de ID. Adicionalmente, há possibilidade de terem sido 

formados complexos imunes durante o período de armazenamento dessas 

amostras, culminando na perda de reatividade (VERWEIJ et al., 1995). Apesar do 

número maior de casos falso-negativos, a sensibilidade (84,31%) do LA foi 

aproximada à faixa de sensibilidade da ID, a qual está entre 85-90% (CAMARGO et 

al, 1988; DEL NEGRO et al., 1995). Em comparação aos testes de fixação de 

complemento e imunofluorescência indireta, o LA foi mais sensível, tendo em vista 

que estes testes têm valores de sensibilidade de 71,1% e 65,2%, respectivamente 

(DEL NEGRO et al., 1991). Além disso, o grau de concordância entre os ensaios, LA 

e ID, foi elevado (92,16%), ressaltando-se ainda mais o valor diagnóstico do ensaio 

de LA proposto. Entretanto, a especificidade do teste LA (81,05%) foi inferior à da 

ID, que pode chegar até 100% (MENDES-GIANNINI et al., 1994).  

 

 Futuramente, a partir dos resultados obtidos, será possível aperfeiçoar a 

técnica, moldando-a a fim de obter uma metodologia com a preparação antigênica 

ideal em quantidades satisfatórias, bem como ambiente de reação ideal a torná-la 

reprodutível em qualquer laboratório, seja ele de referência ou mesmo hospitalar. 

Medidas como o tratamento do exoantígeno, para eliminar a reatividade de epítopos 

de carboidrato, utilização de proteína purificada, podem futuramente auxiliar na 

obtenção de resultados mais específicos com ensaios utilizando partículas de látex, 

como foi observado em outros testes sorológicos (CAMARGO et al., 1994; PUCCIA 

& TRAVASSOS, 1991b; MARQUES-DA-SILVA et al., 2006; FERREIRA et al., 2008). 

Atualmente, a promessa de obtenção de testes com elevada sensibilidade e 100% 

específicos está no emprego de antígeno recombinante, qual dependendo do vetor 

utilizado para recombinação, gera proteínas de P. brasiliensis sem resíduos de 

carboidrato adicionais que interfiram no teste (DINIZ et al., 2002; CARVALHO et al., 

2008). 
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5 CONCLUSÕES 
 
 
• A produção de exoantígeno bruto de P. brasiliensis a partir das cepas Pb34, 

Pb113 e PbIOC, baseando-se em técnica anteriormente descrita (CAMARGO et al., 

1988), possibilitou a obtenção de pool de exoantígenos brutos com perfil protéico 

bastante variado, bem como quantidade relevante de proteínas de interesse (1570 

µg/mL). 

 

• Foi possível obter soro de camundongos experimentalmente infectados com 

leveduras Pb113 de P. brasiliensis que quando submetidos ao teste piloto com 

partículas de látex sensibilizadas revelaram fraca reatividade (1+) com a solução de 

partículas sensibilizadas. Logo, faz-se necessário a utilização de linhagens de 

camundongos com susceptibilidade à infecção pelo fungo superior aos infectados 

neste trabalho. 

 

• Observou-se que cerca de 200 µg de proteínas do pool de exoantígenos 

brutos de P. brasiliensis são necessárias para sensibilizar cerca de 10 mg/mL de 

partículas de látex. Desta forma, ensaios futuros que adotem a preparação 

antigênica de mesma natureza aqui utilizada, podem se basear na quantidade de 

proteínas para solução 1% de partículas exposta pelo presente estudo. 

 

• O desenvolvimento de um teste de aglutinação passiva de partículas de látex 

(poliestireno, 0,8µm), sensibilizando-as com exoantígeno bruto de Paracoccidioides 

brasiliensis em tampão CO3
2-/HCO3

- pH 9.2 (1%), é útil no diagnóstico sorológico da 

Paracoccidioidomicose (PCM). 

 

• O pré-denominado Paracoccilatex demonstrou uma sensibilidade de 84,31%, 

sendo capaz de produzir aglutinação em 43 de 51 amostras de soro de pacientes 

com PCM. Portanto, esse resultado ilustra a possibilidade de aplicação da 

metodologia no sorodignóstico da PCM; entretanto a confirmação virá depois de 

eliminados os fatores que interferem na sensibilidade, tais como reatividade cruzada 

e resultados falso-negativos. 
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• Os padrões de aglutinação observados em amostras de soro de pacientes 

com PCM variaram de 1+ a 4+, em títulos variando entre 1:2 e 1:64, demosntrando 

que anticorpos aglutinantes estão presentes em grandes quantidades no soro de 

pacientes com PCM. 

 

• A especificidade do teste foi de 81,05%, devida à reatividade cruzada com 

amostras de soro de pacientes com aspergilose (26,67%), histoplasmose (27,27%), 

infecções não-fúngicas (22,45%). Vale ressaltar que essa reatividade cruzada é 

observada comumente no diagnóstico de outras infecções fúngicas, confirmando a 

necessidade de futuros experimentos que eliminem essas reações inespecíficas, o 

que poderá tornar o método mais espcífico. 

 

• Valores preditivos para resultados positivos e negativos foram de 70,49% e 

90,59%, respectivamente. Sendo assim, o teste potencialmente tende a gerar 

resultados fidedignos, principalmente no que se refere aos verdadeiros resultados 

negativos. 

 

• O grau de concordância entre Paracoccilatex e a Imunodifusão dupla 

(metodologia amplamente empregada no diagnóstico da PCM) foi de 92,16%, 

evidenciando o elevado potencial diagnóstico do Paracoccilatex, tendo em vista a 

acentuda concordância de resultados positivos gerados nos dois testes. 
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6 PERSPECTIVAS 
 
 
 A partir dos resultados promissores obtidos, futuramente procedimentos serão 

direcionados com a intenção de elevar a sensibilidade e tornar a metodologia mais 

específica. Para isto, tratar-se-á o pool de exoantígenos brutos com metaperiodato 

de sódio, bem como as amostras testadas mediante inativação pelo calor (56°C por 

30 minutos ou 100°C por 3 minutos), solução de EDTA 1 mM, pronase, observando-

se o comportamento da metodologia no referente à reatividade cruzada. 

 

 Paralelamente, um ensaio baseado em aglutinação de partículas de látex 

para verificar a antigenemia de pacientes com PCM será desenvolvido. Anticorpos 

anti-P. brasiliensis serão produzidos e acoplados às partículas. Este tipo de 

metodologia vem sendo aplicada com sucesso para antigenemia em infecções 

fúngicas (KAUFMAN et al., 1996; DESAKORN et al., 1999; DESAKORN et al., 2002; 

MARQUES-DA-SILVA et al., 2003, 2004a,b; 2005, 2006). 
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