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RESUMO
Thomaz, L. Protecdo ou exacerbacdo de anticorpos monoclonais gerados contra
antigenos de Paracoccidioides brasiliensis na infeccdo experimental. [tese
(Doutorado em Microbiologia)] — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Séo Paulo, S&o0 Paulo; 2012.

Paracoccidioides brasiliensis € um fungo termodimérfico, o qual depende da
conversdo de micélio para levedura para iniciar o processo de doenca. Micose
endémica de carater granulomatoso, ocupa o décimo lugar dentre as doencas
infecto-parasitarias que mais causam morte no Brasil. As taxas de recidivas e 0
longo periodo de tratamento estimula a busca por novas alternativas terapéuticas,
entre elas 0 uso de anticorpos monoclonais. As principais funcdes das
imunoglobulinas sdo: (I) neutralizar e (ll) opsonizar antigenos favorecendo a
fagocitose por células com receptores de porcbes Fc, (Ill) ativar o sistema
complemento, gerando subprodutos; os quais amplificam a ligacdo antigeno-
anticorpo-receptor, (IV) fazer parte do processo de citotoxicidade mediado por
células dependentes de anticorpos e (V) servir como receptor de membrana de
linfécito B. Imunidade mediada por anticorpos monoclonais podem ser protetoras em
doencas de natureza flngica como na paracoccidioidomicose experimental. Nesse
trabalho avaliamos a protecdo que o anticorpo monoclonal contra CMH fornece aos
animais infectados com as leveduras de Paracoccidioides brasiliensis. O tratamento
profilatico com IgG2a foi eficiente em conter as leveduras no interior dos granulomas
bem organizados, reduzindo os danos teciduais nos pulmdes dos camundongos da
linhagem BALB/c, bem como induziu a secrecdo das citocinas IL-12p70, IFN-y e
TNF-a, o que demonstra que CMH é uma molécula alvo de potencial terapéutico.
Nés mostramos que moléculas de CMH estdo acessiveis na estrutura fungica e o
anticorpo monoespecifico gerado nesse trabalho foi eficaz nos ensaios in vitro de
protecdo, aumentando os niveis de fagocitose, reduzindo o numero de células
viaveis com o aumento da producdo de Oxido nitrico. Os anticorpos policlonais
contra melanina, também gerado nesse estudo, foram eficazes em ativar os
macrofagos a fagocitar e reduziu a viabilidade de leveduras de P. brasiliensis.
Usamos também dois isotipos de AcM contra Hsp60, 4E12, IgG2a e 7B6, 1gG2b, os
dois isotipos mostraram ser protetores em modelo profilatico contra o desafio de
leveduras de P. lutzii, 0 AcM 4e12 exibiu melhor quadro de protecdo, com niveis de
citocinas IFN-y e IL-12p70 superiores aos encontrados para o grupo tratado com o
AcM 7B6. Proteinas de Hsp60 estdo dispersas por toda a estrutura fungica, sendo
um alvo terapéutico, bem como CMH. Este estudo indica que os anticorpos
monoclonais de isotipo 1gG2a e IgG2b sao protetores no modelo de PCM
experimental. Foram gerados anticorpos monoclonais contra glicoproteina extraida
por hidrélise alcalina de Pb18, o anticorpo monoclonal de isotipo IgG1 reconheceu,
por imunomarcacao, estruturas internas e a parede celular da levedura. Avaliamos
também um novo modelo de hospedeiro, com o uso da larva Galleria mellonella, o
gue pode servir de triagem e reduzir desta forma o uso excessivo de camundongos,
esse modelo ainda encontra-se em padronizacdo, no entanto as leveduras
termodimérficas, P. lutzii e H. capsulatum séo letais para as larvas e evocam
resposta celular que se organizam semelhante a um granuloma como é visto no
modelo animal.

Palavras chave: Paracoccidioides brasiliensis. Paracoccidioides lutzii. Anticorpo
monoclonal. Galleria mellonella.



ABSTRACT

Thomaz, L. Protection or exacerbation of monoclonal antibodies generated against
antigens of Paracoccidioides brasiliensis in the experimental infection. [Ph. D. thesis]
(Microbiology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, S&o
Paulo; 2012.

Paracoccidioides brasiliensis is a dimorphic fungal, which depends on the conversion
of mycelium for yeast to initiate the disease process. A granulomatous mycosis of
endemic character. The mycosis occupy the tenth place among the infectious and
parasitic diseases that cause deaths in Brazil. The recurrence rate, long-term
treatment encourages the search for new therapies, among these therapies is the
use of monoclonal antibodies. The main functions of immunoglobulins are: (1)
neutralizing and (ll) opsonizing the antigens, leading phagocytosis by the cells with
Fc receptors portions, (lll) activating the complement system generates; this
generates sub products which enhance the antigen-antibody- receptor connection,
(IV) being a part of the cytotoxicity mediated by cells which depend of the antibodies
and (V) serving as the membrane receptor of B lymphocytes. Immunity mediated by
monoclonal antibody may be protective in fungal diseases like in experimental
paracoccidioidomycosis. In this work we evaluated the protection that the monoclonal
antibody to CMH provides the animals infected with the yeast Paracoccidioides
brasiliensis. Prophylactic treatment with IgG2a was effective in containing the yeast
inside the well-organized granulomas, reducing tissue damage in the lungs of mice of
the BALB / ¢ mice and induced the secretion of IL-12p70, IFN-y and TNF-a, which
demonstrates that CMH is a target molecule of therapeutic potential. We have shown
that CMH molecules are accessible on the structure fungal. The monospecific
antibody generated in this work was effective in in vitro tests of protection, increasing
levels of phagocytosis, reducing the number of viable cells with increased production
of nitric oxide. Polyclonal antibodies against melanin, also generated in this study,
were effective in activating macrophages to phagocytes and reduce the viability the
P. brasiliensis. We also used two isotypes of MAbs against Hsp60: 4E12 (IgG2a),
and 7B6 (IgG2b), both isotypes were shown to be protective in prophylactic model
against challenge with yeast P. lutzii, the MAb 4E12 exhibited better framework for
protection, with levels of cytokines IFN-y and IL-12p70 than those found for the group
treated with MAb 7B6. Hsp60 proteins are dispersed throughout the structure fungal,
and a therapeutic target and CMH. This study indicates that the monoclonal
antibodies of isotype lgG2a and IgG2b are protective in experimental model PCM.
Monoclonal antibodies were generated against the glycoprotein that was extracted by
alkaline hydrolysis of Pb18, the monoclonal antibody of IgG1 isotype recognized by
immunolabelling, internal structures and cell wall. We also evaluated a new type of
host, using the larvae Galleria mellonella, which can be used in the screening tests,
thus can reduce the number of mice. This model is still in the standardization, but the
yeast thermodimorphic, P. lutzii and H. capsulatum are lethal and may evoke the
response cell, which resembles the granuloma-like, as seen in the animal model.

Keywords: Paracoccidioides brasiliensis. Paracoccidioides Ilutzii. Monoclonal
antibody. Galleria mellonella.
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1 INTRODUCAO

Paracoccidioides brasiliensis é o agente etioldgico da paracoccidiodomicose
(PCM), micose sistémica de carater granulomatoso. Foi identificado pela primeira
vez em lesdes bucais de pacientes por Adolfo Lutz, no Brasil em 1908.
Posteriormente em 1912, Alfonso Splendore contribuiu para o0s estudos da
morfobiologia do fungo e o classificou pela primeira vez dentro do género
Zymonema, propondo a denominacgédo Z. brasiliensis. No entanto, a classificacéo
definitiva, feita por Floriano Paulo de Almeida, somente foi criada em 1930, apos
verificar indiscutiveis e notaveis diferencas entre o granuloma coccidibico, causado
pelo fungo Coccioides immitis, dos Estados Unidos e granuloma da PCM, do Brasil.
Apo6s essa diferenciacdo, foi criado o género Paracoccidioides e revalidada a
espécie brasiliensis (1).

Estudos de variabilidade genética dos isolados de P. brasiliensis, utilizando
diferentes tipos de marcadores moleculares, mostraram alta variabilidade genética
deste fungo, revelando trés epécies filogenéticas distintas, PS2, agrupando isolados
provenientes do Brasil e Venezuela, PS3, formado por somente isolados da
Colémbia e S1, com distribuicdo no Brasil, Argentina, Peru, Paraguai e Venezuela
(2).

Em 2009, Teixeira e outros (3) propuseram a criacdo de uma nova espécie
dentro do género Paracoccidioides, P. lutzii, em homenagem ao descobridor Adolfo
Lutz. De acordo com o critério do método de reconhecimento de espécies
filogenéticas pela concordancia genealdgica, os autores analisaram 88 amostras e
identificaram 16 isolados altamente divergentes dos grupos previamente
apresentados PS2, PS3 e S1, sugerindo dessa forma uma nova criacao filogenética,
“Pb01-like”.

Andlises morfolégicas também excluiram Pb0l dos demais clados e a
resposta terapéutica de pacientes infectados com esse isolado foi melhor quando
tratados com sulfametoxazol-trimetoprim (4). Esses dados corroboram para a
criacdo da nova espécie.

P. brasiliensis — isolado 18 - mais comumente empregado nos estudos no
Estado de Sao Paulo esta agrupado geneticamente no grupo S1.

O fungo apresenta termodimorfismo, ou seja, desenvolve-se na forma de

bolor a temperatura ambiente entre 19 — 25 °C, e em temperaturas de 35 — 37 °C,
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apresenta a forma de levedura unicelular. A transicdo de bolor para levedura é de
especial interesse, uma vez que esta conversdao € considerada um fator de
patogenicidade dos fungos dimorficos (5).

Decorridos mais de 100 anos da descoberta de P. brasiliensis e até a presente
data, ndo é possivel afirmar qual seria seu habitat. Estudos referentes a ecologia do
fungo sugerem que este pode ser encontrado em solo rico em matéria organica e em
ambientes com varia¢cdes minimas de temperatura (1).

O fungo foi isolado em solos do Estado do Ceara (6), em cafezais do Estado de
Minas Gerais (7), na Argentina (8), na Venezuela (9) e até em racdo para cachorros
(20).

P. brasiliensis também foi isolado de tecidos e excrementos de animais diversos,
como do morcego frugivero Artibeus lituratus, de pinglim Pygoscelis adeliae e
diversas vezes do tatu da espécie Dasypus novemcinctus (11-15). Estudos mostram
que D. novemcinctus pode representar o hospedeiro silvestre de P. brasiliensis, pois
foi observada correlacdo positiva entre os indices de infeccdo micoética e as regides
gue abrigam esses tatus. Além disso, Vergara e Martinez mostraram a presenca de
granulomas, contendo células leveduriformes de P. brasiliensis, no bagco e pulméo
desses animais, indicando que 0s mesmos nao sao apenas reservatérios, como
também podem ser acometidos pela doenca (14).

Johnson e Lang em 1977 encontraram lesdes granulomatosas no figado e célon
do macaco de cheiro, Saimiri sciureus, contendo diversos micro-organismos de
multiplos brotamentos, sugerindo a presenca de P. brasiliensis, no entanto, o agente
etiologico néo foi isolado (16).

Em sintese, todos os esforcos voltados a definicdo do nicho ecoldgico de P.
brasiliensis apontam que o solo possivelmente é seu habitat natural.

A forma de bolor, possivelmente encontrada em seu habitat natural, é
considerada a forma infectante para o homem. A principal via de entrada de P.
brasiliensis é pelo trato respiratorio, através da inalacdo de propagulos da fase
miceliana. Restrepo e outros (17) relataram que o tamanho dos conidios é de 3,5 um
a 5 um, tamanho favoravel para a instalacdo do micro-organismo nos alvéolos
pulmonares. ApoOs a penetracdo no hospedeiro, os conidios convertem-se para a
forma de levedura devido a temperatura do hospedeiro que € em média de 36,5 °C,

sendo esta transformacao necessaria para o estabelecimento da infec¢do (18, 19).
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O diagndéstico dessa micose sistémica fundamenta-se no encontro de elementos
fungicos sugestivos de P. brasiliensis em exame micoldgico direto “a fresco” de
amostras como escarro, raspado de leséo, aspirado de linfonodo, fragmento de
biopsia e/ou cultivo do fungo em meios de cultura especificos e/ou exame
histopatolégico. Provas sorologicas auxiliam no diagnostico e servem para avaliar a
resposta do hospedeiro ao tratamento especifico. A técnica soroldégica mais
rotineiramente empregada é a imunodifusdo dupla (ID) em gel agar, com o antigeno
de maior reconhecimento entre 0s pacientes, a gp43. O titulo de anticorpos
especificos anti-P. brasiliensis tem correlagdo com a gravidade das formas clinicas.
E recomendado que seja feita a titulagdo dos soros na ID para melhor interpretacéo
dos resultados, haja visto que os titulos de anticorpos diminuem progressivamente
com o controle clinico da doenca. Reacdes falso-positivas podem ocorrer com soros
de pacientes infectados com Aspegillus sp e H. capsulatum. Outros métodos sao
empregados, mas apenas em centros de referéncia e de pesquisas, como o0 ELISA,
porém com menor especificidade que a ID (20).

A PCM tem sido observada em todas as faixas etarias, com predominancia entre
os 30 e os 50 anos de idade. Até a puberdade, a incidéncia da moléstia € igual para
ambos os sexos; contudo na idade adulta, mais de 80% dos pacientes sao do sexo
masculino. A maior resisténcia das mulheres a infeccédo é dada pelos estrégenos (1).
O hormdnio feminino 17-B-estradiol inibe a transformacéo da forma de micélio para
levedura, influenciando na patogenicidade do fungo (21).

A capacidade patogénica desse fungo € relacionada ndo somente a transicao de
suas fases, mas também pautada na sintese e secre¢cdo de determinadas
moléculas, na estrutura da fase leveduriforme e, entre outros fatores.

P. brasiliensis apresenta uma estrutura complexa de polipeptideos, proteinas,
glicoproteinas, polissacarideos e lipideos que reunem condi¢gdes fisico-quimicas e
bioldgicas para atuarem como antigenos.

Ha& um interesse particular na parede da célula do fungo, pelo fato dela ser
responsavel pela manutencédo, forma, estabilidade celular e pelos processos
metabdlicos do fungo, sendo, portanto, um alvo em potencial para acdo das drogas
antifangicas.

O reconhecimento do micro-organismo pela célula hospedeira depende de
processos multifatoriais, com a participacdo de varios componentes presentes na

parede celular e a interagdo com seus receptores na célula hospedeira.
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Kanetsuna e outros (22, 23) indicaram que a parede celular de P. brasiliensis
€ constituida por polissacarideos, particularmente o € p — 1,3-glucana. A o — 1,3-
glucana é exclusiva na fase de levedura e a B — 1,3-glucana esta presente na fase
de bolor. Além destas, encontra-se também a galactomana, um componente
imunogénico presente em maior propor¢cdo na fase de bolor e glucosaminas e
glicoproteinas, predominantes na fase de levedura. Polissacarideos da parede
celular de P. brasiliensis tém papel importante nas interacdes hospedeiro-fungo.
Segundo San-Blas e San-Blas, a existéncia, na parede celular, de uma o - 1,3-
glucana esta relacionada a viruléncia de P. brasiliensis, bem como a existéncia de
outras moléculas relacionadas a patogenicidade do fungo (24).

Podemos destacar inUmeras atividades biolégicas para glucanas derivadas de
fungos, que sé@o conhecidas como modificadores da resposta bioldgica. Glucanas de
Sacharomyces cerevisae sdo conhecidas como potentes ativadoras de mondcitos e
neutréfilos do sangue, contribuindo desta forma para maior eficiéncia do sistema
imune no combate a infecgdes (25).

Por apresentar esse papel, as glucanas tém sido alvo de inUmeras
investigacbes. Uma a-glucana extraida de Pseudallescheria boydii demonstrou
capacidade em aumentar a fagocitose dos conidios, de forma dose dependente.
Quando a a-glucana foi removida enzimaticamente dos conidios, o indice de
fagocitose foi significativamente reduzido, indicando um papel essencial da glucana
durante o processo de internalizagdo pelos macrofagos. No mesmo trabalho, os
autores demonstraram que a-glucana induz secrecdo de citocinas inflamatérias
pelos macrofagos e pelas células dendriticas, através do mecanismo envolvendo
receptores Toll-like 2, CD14 e Myd88. A secrecdo das citocinas IL-12 e TNF-a
sugere um possivel mecanismo protetor, que polariza a resposta imune para Thl
durante a infeccédo por P. boydii (26).

Receptores do tipo Toll sdo uma familia de proteinas transmembranicas que
fazem parte do sistema imunoldgico inato. Foram descobertos em estudos com a
mosca da fruta Drosophila melanogaster, e sdo responsaveis pelo reconhecimento
de varios padrdes moleculares associados a patdogenos — PAMPs (pathogen-
associated molecular patterns). Os mondcitos, macrofagos e neutréfilos fagocitam os
patdbgenos microbianos e estimulam a resposta via liberacdo de citocinas, que
resulta no desenvolvimento da imunidade inata, adaptativa, bem como a resposta

inflamatoria. Estudos com véarios receptores Toll-like (TLRs) demonstram que essas
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proteinas transmembréanicas podem ativar a vias de sinalizacdo celular que regulam
a expressao de citocinas, através da inducdo de varias moléculas. Alguns trabalhos
demonstram que TLR2 reconhece particulas de zimosan, presente em uma gama de
fungos. (27, 28).

Beta-glucanas sdo compostos essenciais da parede celular de patdgenos
fungicos e possuem um papel critico na viabilidade celular. Compostos que inibem
sua sintese exibem atividade antifingica (29). Anticorpos monoclonais (AcM) contra
B-glucanas tém mostrado protecdo contra infeccbes causadas por Candida albicans
e Aspergillus fumigatus (30, 31). O anticorpo monoclonal, de isotipo IgG2b, ligou-se
aos conidios de A. fumigatus eficientemente, inibindo seu crescimento para forma de
hifas, impedindo dessa forma a colonizacdo do tecido. Portanto, especula-se que
anticorpos anti-B-glucanas podem ser usados terapeuticamente contra um amplo
espectro de fungos que exibem B-glucanas em sua parede celular (31).

Em modelo de cryptococcose experimental, demonstrou-se que anticorpos
contra B-glucana reconheceram células de Cryptococcus neoformans capsuladas e
acapsuladas, inibiram in vitro e in vivo o crescimento celular fungico, reduziram o
tamanho da cépsula de dois isolados capsulados e, auxiliaram na opsonizacao de
células acapsuladas, mas ndo de capsuladas, em macréfagos peritoneais murinos e
em monaocitos humanos. Além disso, conferiram relativa protecdo em camundongos
imunocompetentes e em camundongos neutropénicos infectados com a levedura
patogénica (32).

Anjos e outros (33) investigaram o efeito de uma fracdo extraida de P.
brasiliensis, cujo composto principal e ativo é a 3-glucana, no processo de ativacao
de mondcitos humanos que resulta na atividade fungicida dessas células. Essa
fracdo extraida aumentou a producéo de peroxido de hidrogénio (H20,), derivado do
estresse oxidativo, pelas células. No entanto, esse aumento n&o foi associado com
atividade fungicida. Entretanto, quando os monécitos foram incubados com a fragédo
mais IFN-y, foi detectada ag¢ao antifuUngica e estimulo da secrecdo de TNF-a, com
consequente morte da levedura de P. brasiliensis.

Funcbes imunomoduladoras das beta-glucanas sdo descritas também em
modelo suino. Xiao e outros (34) mostraram que mondcitos do sangue periférico de
porcos infectados com virus da sindrome respiratéria e reprodutiva, estimulados in
vitro com B-glucana, aumentou a secrecdo de IFN-y, a qual representa atividade

antiviral.
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Com relacao a outros fatores envolvidos na patogenicidade de P. brasiliensis,
€ sugerida a presenca da melanina, pigmento de coloracdo marrom escuro ou preto,
formada pela polimerizagdo oxidativa de compostos fendlicos e/ou inddlicos. Ela é
caracterizada por polimeros multifuncionais presentes em diversas espécies em
varios reinos. Estes polimeros estao presentes em toda a célula ou na parede celular
(35, 36).

A sintese de melanina esta também associada a viruléncia para alguns
fungos patogénicos como Fonsecaea pedrosoi (37), Sporothrix schenckii (38),
Histoplasma capsulatum (39), Coccidioides posadasii (40), Blastomyces dermatitidis
(41) e A. fumigatus (42).

Gbmez e outros (43) demonstraram que P. brasiliensis é capaz de sintetizar
melanina in vitro e durante a infec¢do. Cultivado em meio liquido suplementado com
L-Dopa, o fungo produziu um pigmento escuro estruturalmente semelhante aquele
gue havia sido isolado da melanizacao de Cryptococcus neoformans.

Foi evidenciado por Kwon-Chung e Rhodes (44) que C. neoformans
produtores de melanina sdo mais virulentos que os mutantes ndao produtores de
melanina, sugerindo que leveduras melanizadas sé&o resistentes aos mecanismos de
defesa do hospedeiro. Para corroborar a afirmacdo de que a melanina esta
integrada a viruléncia presente em alguns fungos patogénicos, Da Silva e outros (45)
evidenciaram, em leveduras melanizadas de P. brasiliensis, um aumento na
resisténcia aos mecanismos de atividade antifingica dos macrofagos e ainda foi
verificado que as leveduras sdo menos susceptiveis as drogas cetoconazol,
fluconazol, itraconazol, sulfametoxazol e anfotericina B.

Outros fatores de viruléncia que tém se destacado sdo os glicolipideos, os
guais estdo envolvidos em vérias fungcbes como crescimento, adesdo, mediadores
de reconhecimento, diferenciacdo celular, modulador na transducdo de sinais,
regulador da proliferacdo celular e tém sido muito estudados em mamiferos, no
entanto, sabe-se pouco sobre suas fungdes, bem como suas localizacGes
intracelulares nos fungos (46).

Monohexosilceramidas (CMH), glicoesfingolipidios compostos de uma
ceramida ligada a um anico acgucar, tem sido amplamente detectada em células
fungicas (47). Foram caracterizadas em extratos lipidicos de uma gama de espécies
fungicas como, por exemplo, Paracoccidioides brasiliensis (48, 49). O grupo verificou

a presenca de CMH na fragcédo de lipideos, presente nas formas de levedura e bolor
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de P. brasiliensis, e demonstrou que CMH de P. brasiliensis 