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ABSTRACT

Histoplasmosis is caused by the dimorphic fungus Histoplasma capsulatum. Infection
with this organism is often diagnosed by determining the presence of antibody to the
immunodominant M antigen, but the role of the M antigen in the pathogenesis of
histoplasmosis has previously not been elucidated. The function of the M protein is not
known, but genetically it is homologous to fungal catalases.

In our work, we sought to determine immunodominant regions of the M antigen,
create a monoclonal antibodies panel, characterize them, use them for epitope mapping, show
that the M antigen was located on the cell surface of H. capsulatum yeasts, demonstrate the
catalase activity of the protein and developed an immunoassay to detect antibodies against
this protein and another one to detect the circulating M antigen in body fluids.

We could determine the peptides that have the most antigenic activity and their
localization on the molecule, and characterize according to biochemical properties. We
generated three fragments containing these peptides and used to evaluate the monoclonal
antibodies binding and recognition to each fragment. We could see that one fragment, the F3,
showed more binding to the mAbs than the other two, but additional studies have to be done
to complete the epitope mapping. To evaluate the role of the M antigen on the pathognesis of
histoplasmosis, using Western blot analysis of a detergent extract of cell walls and cell
membranes (CW/M) from yeast cells, we found that mAbs generated to recombinant M
antigen reacted with the CW/M preparations. Immunofluorescence studies also revealed that
the mAbs to the M antigen labeled the yeast cell surface. Also, we assayed the catalase
activity using different cell extract fractions for the localization of the enzyme and confirmed
that the major activity was present in extracts including fungal surface antigens. The ability
of the M antigen to function as a catalase suggests that this enzyme is probably involved in
protecting the yeast cells against the oxidative stress within the phagolisossome and escaping
of the fungicidal mechanisms in the macrophages. Localization of the M antigen to the cell
surface of Hc has important implications for the antigenicity of the protein since it
demonstrates that it is accessible to host immune cells and for antibody interactions.

Also, the ELISA for antibody detection using purified and treated histoplasmin
(ptHMIN) showed a sensitivity of 92% and a specificity of 96%, while the ELISA for antigen
detection showed a sensitivity of 80% and a specificity of 91%, proving that these two
methodologies could be used in the diagnosis of histoplasmosis.



RESUMO

A histoplasmose € causada pelo fungo dimérfico Histoplasma capsulatum. A infecgédo
por este organismo é frequentemente diagnosticada pela determinacdo da presence de
anticorpos para a proteina M, imunodominante, mas o papel deste antigeno na patogénese da
histoplasmose permanence obscuro. A funcdo do antigeno M ndo é conhecida, mas
geneticamente esta proteina € homologa catalases fungicas.

Em nosso estudo, nés procuramos determinar regides imunodominantes do antigeno
M, produzir um painel de anticorpos monoclonais contra esta proteina, caracteriza-los, usa-los
para 0 mapeamento de epitopos, mostrar a localizacdo do antigeno M na levedura do H.
capsulatum, demonstrar a atividade de catalase desta proteina e desenvolver imunoensaios
para a deteccdo de anticorpos contra esta proteina e entigeno M circulante nos fluidos
corporais.

Foi possivel determinar peptideos com maior atividade antigénica e suas localizacbes
na molécula e caracteriza-los de acordo com as suas propriedades bioquimicas. N6s geramos
trés fragmentos que continham estes peptideos e os utilizamos para avaliar a ligagdo dos
anticorpos monoclonais e reconhecimento a cada fragmento separadamente. Um dos
fragmentos, F3, mostrou maior ligacdo aos anticorpos monoclonais que os outros avaliados,
entretanto estudos adicionais devem ser avaliados para um complete mapeamento. Para
avaliar o papel do antigeno M na patogénese da histoplasmose, usando analise por imunoblot
de um extrato de parede celular e membrana (CW/M) obtido de levedura, provamos que 0s
mAbs gerados contra 0 antigeno M recombinante puderam reconhecer este antigeno no
extrato utilizado. Estudos de imunofluorescencia também revelaram que 0s mAbs
reconheciam proteinas na superficie da levedura. Adicionalmente, avaliamos a atividade de
catalase usando diferentes fracdes celulares para sugerir a localizacdo da enzima e
confirmamos que a maior atividade de catalase estava presente nos extratos incluindo
antigenos de superficie. A capacidade do antigeno M em funcionar como catalase sugere que
esta enzima estd provavelmente envolvida na protecdo pelas leveduras contra o stress
oxidativo na interior do fagolisossomo e escape dos mecanismos fungicidas nos macrofagos.
A localizacdo do antigeno M na superficie do Hc tem importantes implicacbes na
antigenicidade da proteina ja que esta acessivel ao sistema imunoldgico do hospedeiro e
interagcbes com 0s anticorpos.

Adicionalmente, a ELISA para a deteccdo de anticorpos utilizando histoplasmina
purificada e tratada (ptHMIN) mostrou uma sensibilidade de 92% e uma especificidade de
96%, enquanto a ELISA para a deteccdo de antigenos mostrou uma sensibilidade de 80% e
uma especificidade de 91%, provando que estas duas metodologias poderiam ser utilizadas no
diagndstico da histoplasmose.
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INTRODUCAO

A histoplasmose € uma micose sistémica e cosmopolita tendo como agente etioldgico o
Histoplasma capsulatum. A histoplasmose humana é causada por duas variedades deste patogeno,
H. capsulatum var. capsulatum e H. capsulatum var. duboisii. Ambas as variedades sdo
heterotalicas, mating type (+) e (-), € se reproduzem sexualmente para formar o estdgio de
ascomiceto perfeito designado Ajellomyces capsulatum. Este organismo € um fungo dimorfico
(Maresca e cols. 1989), que pode ser encontrado no meio ambiente na forma filamentosa, como
saprofita de solos enriquecidos com matéria organica como fezes de animais (galinhas, outras aves e
morcegos) ou em cultivo laboratorial a temperaturas inferiores a 35°C (Emmons 1950; Zeidberg e
cols. 1952; Emmons 1956; Emmons 1956; Alteras 1966; Emmons e cols. 1966; Disalvo e cols.
1970; Smith 1971; Smith 1971). Esta relagdo ¢ devida ao alto teor de &cido Urico encontrado nestes
excrementos, sendo este componente utilizado como fonte de nitrogénio pelo H. capsulatum,
imprescindivel ao seu crescimento e proliferacdo. Além disto, tais micronichos geralmente
apresentam condicdes de temperatura, umidade, e acidez do solo, ideais a sobrevivéncia deste
microrganismo (Eissenberg 1991). Com raras excecdes, este fungo infecta seu hospedeiro por via
respiratéria. Em parasitismo, ou a partir de espécimes clinicos sob cultivo a 37°C em apropriado
meio de cultura o H. capsulatum se apresenta como leveduras unibrotantes. Este fungo apresenta
duas variedades anamoérficas, H. capsulatum var. capsulatum e H.capsulatum var. duboisii sendo a
var. capsulatum a de maior importancia em nosso meio devido a sua distribui¢do geogréfica, sendo a
responsavel pela histoplasmose nas Américas, enquanto a var. duboisii é a responsavel pela

histoplasmose africana.

Epidemiologia: A histoplasmose é epidemiologicamente importante devido a sua distribuicdo
mundial (Wheat 1989; Wheat 2003). E uma das micoses de maior importancia e prevaléncia no
continente americano devido ao seu grau de endemicidade, sendo a regido central da América do
Norte uma das areas mais endémicas, com aproximadamente 500.000 individuos infectados a cada
ano nos Estados Unidos, concentrando-se nas regides Central e Sudeste (Cano 2001). Regides de
menor endemicidade sdo encontradas em pontos da América Latina sendo as areas mais prevalentes
na Venezuela, Equador, Brasil, Paraguai, Uruguai e Argentina (Ajello 1971; Goodwin e cols. 1978;
Rios Fabra 1994; Wheat 1997). No Brasil, a distribui¢ao do H. capsulatum no meio ambiente e as
caracteristicas do seu nicho ecologico t€ém sido muito pouco estudadas, podendo ser enumerados os
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trabalhos referentes ao isolamento deste fungo do solo (Silva 1956; Fava Netto 1967; Araujo 1970;
Schmidt 1973; Moraes 1976; Wanke 1985; Severo 1986; Zancopé-Oliveira 1987; Fernandes 1989),
apesar de diversos inquéritos com o teste cutaneo usando histoplasmina revelarem uma prevaléncia
bastante significativa da histoplasmose-infeccéo no nosso pais (Fava S.C. 1997). As principais areas
endémicas estdo localizadas nas regides Centro-Oeste e Sudeste, onde as prevaléncias variam de 4,4
- 63,1% e 3,0 — 93,2% respectivamente (Londero e cols. 1978; Zancope-Oliveira e cols. 2005).
Geralmente, as condi¢des ambientais presentes nas areas hiperendémicas sdo de clima moderado
com umidade constante (Maresca e cols. 1989). O Estado do Rio de Janeiro apresenta areas com
altos indices de infecgdo, sendo consideradas como endémicas ou hiperendémicas (Carvalho 1949;
Sandia 1974; Wanke 1985; Zancopé-Oliveira 1985; Capone 1999).

Patogenia: O inicio da infeccdo com o H. capsulatum depende de uma complexa interacdo entre o
parasita e seu hospedeiro e, pelo menos, trés condigdes podem ser observadas na patogenia desta
micose. O desenvolvimento de infeccdo assintomatica ou sintomatica na histoplasmose é
diretamente dependente do estado de competéncia imunoldgica do hospedeiro, da viruléncia da cepa
infectante e/ou da carga parasitaria adquirida (indculo infectante) (Retallack 1999).

O H. capsulatum é adquirido por via inalatéria. Ao atingir os alvéolos, as particulas
infectantes sdo fagocitadas, levando a ativacdo dos fagocitos e liberacdo de mediadores quimicos
como 0 HyO; e NO™ que exporiam o fungo a um “stress” oxidativo. Entretanto, mecanismos de
escape, entre os quais a producdo de catalases, sdo desencadeados, com ocorréncia do processo de
multiplicacdo do fungo dentro dos macrofagos alveolares (Bullock 1987; Schnur 1990). Catalases,
enzimas que decompde H,0, em H,0 e O, sdo encontradas em todos organismos aerdbicos e seu
papel na protecdo contra 0s mecanismos oxidativos € bem conhecido. Com isso, estas enzimas
poderiam atuar como fator de viruléncia e defesa para diversos microorganismos contra mecanismos
oxidativos de seus hospedeiros. Este papel tém sido demonstrado em diversos fungos como
Aspergillus fumigatus (Paris S. 2003) e Candida albicans (Wysong 1998). O envolvimento de
mecanismos oxidativos na patogénese das micoses tém sido demonstrado em ensaios in vitro, bem
como o papel da catalase na inibicdo da fagocitose por células efetoras dos hospedeiros contra
alguns fungos (Brummer 1984; McEwen 1984; Levitz 1985; Morrison 1988; Brummer 1995;
Meloi-Bruneri 1996). Estes achados sugerem que catalases produzidas endogenamente podem
proteger os fungos durante a fagocitose. Tem sido sugerido que o antigeno M do H. capsulatum é

uma glicoproteina, com atividade de catalase (Hamilton e cols. 1990; Zancope-Oliveira e cols. 1999;

4



Johnson 2002; Maldonado 2003), que poderia estar participando diretamente na conversdo dos
reativos intermediarios do oxigénio (principalmente H,O, e radical superdxido) em compostos
inertes, incuos para a célula.

O H. capsulatum, quando fagocitado pelos macrdfagos, poderia secretar esta proteina no
interior dos fagolisossomos e assim impedir a oxidacdo das estruturas fungicas celulares, sendo
assim um mecanismo de escape eficiente. Recentes estudos realizados por Maldonado e cols.
(comunicacdo pessoal) demonstram que o antigeno M tem seu papel funcional como catalase, mas
ndo evidenciaram uma direta correlacéo desta funcdo na patogénese da histoplasmose. Entretanto, o
estabelecimento do real papel da catalase como fator de viruléncia durante o mecanismo de
conversdo do H. capsulatum de sua forma filamentosa para a leveduriforme no parénquima
pulmonar, bem como durante o estabelecimento da infeccdo através de mecanismos de escape
ainda permanecem obscuros.

A inalagdo de particulas infectantes provenientes de solos contaminados com cepas
altamente virulentas resulta na forma clinica conhecida como histoplasmose aguda. Este tipo de
infeccdo, espontaneamente regressiva, € uma ocorréncia usual em hospedeiros imunocompetentes,
podendo ser observada em casos isolados ou em forma de surtos. JA& em hospedeiros
imunodeprimidos, mesmo cepas consideradas de baixa viruléncia, semelhantes a cepa "Downs"
(Spitzer 1990), tornam-se virulentas, disseminando para diferentes 6rgdos, causando a forma clinica
conhecida como histoplasmose disseminada. Esta forma clinica pode ser resultante também, da
reativacdo enddgena de focos quiescentes uma vez que fungos vidveis sdo encontrados dentro de
granulomas, muitos anos apés a infeccdo priméaria. Embora bem conhecida a associacao deste fungo
com o desenvolvimento desta forma clinica, pouco é conhecido sobre a epidemiologia e patogenia
deste organismo em individuos imunocomprometidos (Brooks 1998; Woods 2001; Woods 2002).

A maioria dos casos de histoplasmose ocorre como assintomaticos e podem se apresentar
como uma infeccdo pulmonar aguda, ndo requerendo uma terapia suporte. Entretanto,
aproximadamente 5% dos pacientes evoluem para quadros pulmonares mais graves e doenca
extrapulmonar que pode ser fatal se ndo for diagnosticada e o tratamento iniciado rapidamente
(Reiss e cols. 2000). A histoplasmose apresenta grande espectro clinico que varia desde uma
infeccdo assintomatica ou benigna até uma doenca aguda fulminante, podendo até mesmo

apresentar-se como uma infeccéo pulmonar cronica de longa duracéo.

A doenca pode acometer todos os individuos, entretanto, € fator de risco potencial para

pacientes imunocomprometidos, particularmente em pacientes com AIDS, onde a infeccdo é



caracteristicamente oportunista e em individuos idosos ou criangas com menos de dois anos de
idade. A significancia da histoplasmose como doenca oportunista tem sido descrita e foi classificada
como a quarta infeccdo mais associada a AIDS (Wheat 1989; Wheat 2003). Em algumas areas
endémicas, a grande variabilidade de incidéncia tem sido determinada, e descrita na literatura como
ocorrendo em 2-5% de pacientes com AIDS (Centers for Disease Control and Prevention.
HIV/AIDS Surveillance Report, Feb 1993: 1-23;(Pedroza 2003), sendo que em algumas cidades
norte americanas este nimero pode chegar a 25% . No Brasil, este indice ainda ndo foi corretamente
determinado, mas acredita-se que possa ser encontrada em aproximadamente 1.15% dos pacientes

com infec¢do do sistema imunolégico pelo HIV(Pedroza 2003).

Diagnéstico: O diagnostico da histoplasmose é baseado no isolamento e identificacdo de seu agente
causal, o H. capsulatum, de materiais biolégicos. Para isso, 0s exames diretos e o isolamento em
cultivo devem ser empregados, concomitantemente. O exame direto, técnica amplamente empregada
na evidenciacdo de agentes de outras micoses, é praticamente inviavel para o diagnostico da
histoplasmose. Neste procedimento, preparacdes a fresco de espécimes clinicos (escarro, bidpsia,
lavado broncoalveolar, entre outros) sdo tratadas com hidréxido de potéassio (KOH) a 10% e
analisadas microscopicamente para a observacdo de células leveduriformes de H. capsulatum.
Outros métodos de coloracdo, como o Giemsa ou Wright, também séo de baixo rendimento e dificil
interpretacdo, porque o H. capsulatum em sua forma parasitaria, além de reduzido tamanho,
apresenta micromorfologia compativel com a de outros fungos patogénicos, sendo essencial o
isolamento em meios de cultivo para sua identificacdo definitiva. Melhor rendimento é obtido com

esfregacos submetidos a impregnacao pela prata, embora persistam as dificuldades de interpretacéo.

No cultivo, método de complementacdo obrigatéria no diagnostico da histoplasmose,
utiliza-se meios especiais para isolamento, tais como agar Sabouraud, Mycosel, entre outros, e
incubados a 25° C durante 6 a 12 semanas. Nestas condi¢des, o H. capsulatum inicialmente aparece
como col6nias glabras, que com o tempo tornam-se filamentosas, aéreas, algodoadas, de coloragéo
branca, compostas microscopicamente por uma trama miceliana, com hifas hialinas septadas e
micro e macroconidios em varios estagios evolutivos. A evidéncia destes conidios sugere que 0
fungo seja 0 H. capsulatum, mas € necessaria a conversdo desta fase para a forma leveduriforme,
visto que fungos saprofitas do Género Chrysosporium podem apresentar estruturas de propagacéo
semelhantes as produzidas pelo agente da histoplasmose (Gaur & Lichtwardt, 1980). Entretanto, o
H. capsulatum é um dos fungos dimérficos de dificil conversao, sendo dependente nao sé de meios,

temperatura e metodologia especial, como também das caracteristicas fisiolégicas da cepa



(Eissenberg 1991). Atualmente métodos alternativos para identificacdo do fungo utilizando
amplificagdo de DNA pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR) tem sido desenvolvidos para este
fim (Zancope-Oliveira e cols. 1999; Bialek e cols. 2001; Bialek e cols. 2002; Bialek e cols. 2002;
Rickerts e cols. 2002; Bracca e cols. 2003; Guedes e cols. 2003).

Para obtencdo da fase leveduriforme deste fungo, deve-se fazer repiques da fase filamentosa
da col6nia suspeita em meios enriquecidos, tais como Agar sangue, Agar infusio cérebro-coragio
(BHI) acrescido de cisteina, e incubados a 35-37°C. Quando convertidos, observam-se col6nias
glabras, lisas, branco-amareladas, apresentando, a microscopia, leveduras ovais, unibrotantes, de
morfologia uniforme.

A histoplasmose é uma doenca granulomatosa, e seu diagnostico também pode ser feito
também por técnicas rotineiramente usadas na histopatologia, como pela coloragdo com
hematoxilina-eosina (H/E), onde as leveduras aparecerdo como um corpusculo levemente basofilico,
esférico, rodeado por um halo claro delimitado por uma parede celular muito fina e hialina. Em
técnicas especiais, tais como os métodos de Gomori ou Grocott, ou atraves do acido periodico de
Shiff (PAS), a parede celular do H. capsulatum é fortemente corada, sendo visualizado como
leveduras unibrotantes pequenas, ovais ou arredondadas (Kaufman 1992). Entretanto, as estruturas
sdo muito similares a outros patdgenos e estas caracteristicas podem levar a um erro durante a
identificacdo para finalidade de diagnostico. O diagndstico diferencial deve ser relevado
principalmente com os microorganismos da espécie Candida glabrata, Penicillium marneffei,
Pneumocystis (carinii) jeroveci, Toxoplasma gondii, Leishmania donovani e Cryptococcus
neoformans (Meleney 1956). Por isto, ¢ extremamente importante ter experiéncia na identificagao
destes patogenos e as caracteristicas das leveduras analisadas por diferentes métodos de coloracao.

Alternativas para o diagndéstico da histoplasmose sdo os métodos soroldgicos existentes que
consistem na deteccdo de antigenos e anticorpos, metodologias presuntivas e rapidas para a
confirmacdo da infeccdo. A deteccdo de antigenos em fluidos corporais é freqlientemente utilizada
para o diagndstico e acompanhamento de pacientes, principalmente imunodeprimidos, apresentando
a forma disseminada da doenca e cujos titulos de anticorpos sdo baixos ou ausentes. Entre estes, 0
método mais utilizado e avaliado até o presente € o radioimunoensaio (RIA) descrito por Wheat e
colaboradores (1986) o qual pode detectar antigenos polissacaridicos na urina, lavado
broncoalveolar, fliidos cerebroespinais e amostras de soros humanos (Wheat 1989; Wheat 1991,
Reiss e cols. 2000). Outro método, visando 0 mesmo objetivo, € um ELISA de inibi¢do (Gomez e
cols. 1997). Esta metodologia tem uma maior especificidade que o RIA, devido ao uso de anticorpos

monoclonais, ao invés de anticorpos policlonais, empregados no RIA. Entretanto estas duas
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metodologias ndo apresentam especificidade e sensibilidade adequadas que permitam ser
empregadas no diagnostico confirmatorio.

Evidéncias sorologicas sdo os indicadores primarios de infeccdo por microrganismos e testes
de deteccdo de anticorpos tém sido amplamente utilizados no auxilio do diagnostico da
histoplasmose. Até o presente, a imunodifusdo radial dupla de Ouchterlony (ID) (Ouchterlony 1958)
e a reacdo de fixacdo de complemento (RCF) (Kaufman 1992) tem sido os métodos de escolha na
rotina de laboratdrios de andlises clinicas. Entretanto, a ID, técnica altamente especifica, apresenta
baixa sensibilidade onde os anticorpos especificos podem néo ser detectaveis até 4 a 6 semanas apos
0 aparecimento dos sintomas, fornecendo resultados falso-negativos (Pizzini e cols. 1999). Por outro
lado, a RFC, embora mais sensivel que a ID, pode apresentar reatividade cruzada com soro de
pacientes infectados com Blastomyces dermatitides, Coccidioides immitis e Paracoccidioides
brasiliensis com sua especificidade variando de acordo com o antigeno usado na reacdo (Kaufman
1992). Mais recentemente a técnica de western blot tem sido empregada como um método
alternativo para a deteccdo de anticorpos na histoplasmose (Zancope-Oliveira e cols. 1994),
particularmente nas formas agudas e disseminadas da doenca (Pizzini e cols. 1999).

Os resultados obtidos nos métodos sorologicos utilizados até entdo somente nos dao um
diagnostico presuntivo da histoplasmose, sendo Uteis na triagem e avaliagcdo progndstica desta
micose. Entretanto, os parametros clinicos e epidemiolégicos devem ser levados em consideracdo na
avaliacdo dos resultados laboratoriais.

O principal complexo antigénico utilizado para fins de diagndstico é a histoplasmina, um
filtrado de cultura de H. capsulatum obtido da forma filamentosa crescido em meio sintético. Os
principais constituintes antigénicos deste complexo sdo o antigeno C, que é um carboidrato
(galactomanana, responsavel pela reatividade cruzada com outros géneros flngicos) e os antigenos
espécie-especificos H e M. Estes sdo potentes desencadeadores da imunidade celular e humoral,
sendo considerados imunodominantes uma vez que sdo expressos durante toda a infeccdo e séo
capazes de induzir a formacdo de precipitinas (Heiner 1958) e anticorpos fixadores do
complemento, sendo considerados marcadores especificos para a doenga em atividade em pacientes
imunocompetentes.

Na imunodifusdo, as linhas de precipitagdo equivalentes aos antigenos H e M tém maior
significado. A linha M pode ser observada logo no inicio da infeccdo, persistindo por anos apos a
infeccdo, e pode ser detectada em pacientes imunossensibilizados pela intradermorreacdo com
histoplasmina. A linha H pode ser detectada logo ap6s o aparecimento da linha M e é encontrada no

soro de pacientes com doenca ativa e progressiva, sendo entdo correlacionada com a forma clinica
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da doenca. Entretanto esta presente em somente 2% dos casos de infeccdo ativa (Kaufman 1992). Os
anticorpos anti-H podem ser detectados em algumas amostras de soro até dois anos apos a infeccéo,
mas freqlentemente se tornam nao-detectaveis mais rapidamente que 0s anticorpos anti-M. A
presenca das linhas de precipitacdo H e M na mesma amostra de soro é altamente especifica, sendo
considerada como diagndstico da histoplasmose.

Com o objetivo de tornar o diagndstico da histoplasmose mais especifico, metodos
cromatograficos de purificacdo das fracbes H e M e seu tratamento com agentes oxidantes e enzimas
glicoliticas com finalidade de retirar a porcdo glicosidica destes antigenos foram propostos
(Zancope-Oliveira 1987; Zancope-Oliveira e cols. 1994). Os antigenos H e M, em sua forma nativa,
sdo glicoproteinas com peso molecular de 120 e 88 kDa respectivamente, contendo epitopos
protéicos especificos e glicosidicos ligados a porcdo N-terminal. As deglicosilacGes enzimaticas ou
quimicas pelo metaperiodato de sodio (NalO,) aumentaram a especificidade dos métodos
imunoenzimaticos para a deteccdo de anticorpos, reduzindo a reatividade cruzada nas amostras de
fungos de pacientes infectados com outros fungos (Zancope-Oliveira e cols. 1994; Pizzini e cols.
1999).

Na pesquisa de métodos mais precisos para o diagnostico da histoplasmose, bem como a
necessidade de se conhecer a atividade biolégica dos antigenos H e M, estes antigenos foram
sequenciados e clonados, sendo determinadas as suas sequiéncias génicas codificadoras, bem como
obtidas as suas respectivas proteinas de fusdo (Deepe e cols. 1995; Zancope-Oliveira e cols. 1999).
Testes imunoenzimaticos (ELISAS e Western blot) utilizando estes antigenos recombinantes tém
sido padronizados com o objetivo da deteccdo de anticorpos e antigenos. Além destes antigenos,
outras proteinas recombinantes, como a GH- 17 (histona-like H2B) (Chandrashekar e cols. 1997)

tem sido estudadas como antigenos especificos para serem utilizados em técnicas imunoenzimaticas.

Com a clonagem, expressao e purificacdo do antigeno M recombinante (rM), houve o
planejamento da confeccdo de métodos diagndsticos altamente especificos e sensiveis, utilizando
somente esta molécula como antigeno, com o objetivo da deteccdo de antigenos e anticorpos nos

fluidos corporais.

Para aumentar a especificidade do teste em relacdo a ligacdo ao antigeno, anticorpos
monoclonais podem ser produzidos. A especificidade é devido ao reconhecimento de somente um
unico epitopo na molécula antigénica pelo anticorpo monoclonal, dependendo também a avidez da
ligacdo, na maioria das vezes, da conformacéo antigénica, resultando na maior exposi¢do ou ndo do

epitopo. Estes reagentes especificos possuem inimeros usos que variam desde a padronizacdo de



novos imunoensaios até o desenvolvimento de protecdo contra infeccdo apds sua administracéo
(imunizag&o passiva).

A imunidade celular ¢ o principal mecanismo no controle da infeccdo humana pelo H.
capsulatum, e a resolucdo da infeccéo € coincidente com a ativacéo e proliferacéo de linfécitos T e
liberacdo de citocinas (Deepe 1994; Cain 1998). Varios antigenos do H. capsulatum podem
promover o desencadeamento da resposta imune. Entre estes, somente a HSP60, uma proteina de
choque térmico, e o antigeno H, uma betaglicosidase, ambos componentes da histoplasmina foram
avaliados como mediadores da resposta imune e potenciais moléculas-alvo para o desenvolvimento
de vacinas. Ambos, tanto em sua forma nativa, bem como proteinas de fusdo apresentaram papel
protetor em camundongos (Gomez 1995; Deepe 1996; Deepe 2001).

Ja foi observado que os anticorpos podem auxiliar na eliminacdo de certos processos
infecciosos provocados por patégenos intracelulares (ADCC-citotoxidade celular dependente de
anticorpo) (Chandler 1969; Debons-Guillemin 1986; Deepe 2002; Winslow 2002). O papel protetor
destes anticorpos pode resultar de diversos mecanismos como: inibindo ou estimulando a fagocitose;
lise mediada pelo sistema complemento (via classica); liberacdo de citocinas mediadas pela por¢édo
Fc do anticorpo. Na histoplasmose, ndo foi descrito nenhum caso de protecdo contra infeccdo por
imunizacgdo passiva com soro imune (Tewari 1977; Segal 1987), mas sim com a transferéncia de
células T CD4+ e altos titulos de imunoglobulinas no soro de pacientes ndo estdo diretamente
correlacionado com imunidade (Chandler 1969; Deepe 1988; Reyes-Montes 1988; Allendorfer
1993; Deepe 2001). Camundongos “knock-out” para células B ndo apresentam uma maior
sensibilidade a infeccdo (Allendorfer 1999), demonstrando que a resposta humoral ndo é
fundamental no controle da histoplasmose, embora 0s anticorpos possam ser detectaveis na maioria
das amostras de individuos infectados.

Estudos utilizando anticorpos monoclonais (Nosanchuk 2003), em sua maioria IgMs, contra
uma histona (histone H2B) de superficie do H. capsulatum provaram aumentar a sobrevivéncia de
camundongos infectados com um inéculo letal de leveduras. Quando os anticorpos foram
administrados intraperitonealmente, o efeito protetor foi menor do que quando as células foram pré-
incubadas com os mADs, antes da infec¢do por via intranasal, pois as IgMs né&o tem boa penetracao
pulmonar. Quando as CFUs foram comparadas em cada caso, contando-se as unidades isoladas de
baco, figado e pulmdo, vemos que houve também uma reducéao da carga fungica infectante, sendo os

resultados correlacionados com os de sobrevivéncia.
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RELEVANCIA

O diagnostico da histoplasmose apresenta certas limitagdes, ja que a identificagdo do fungo
através de exames diretos em material bioldgico ¢ praticamente invidvel, e os testes sorologicos
apresentam taxas relativamente altas de resultados falsos positivos e negativos, além de requererem
sensibilizagdo prévia do sistema imunoldgico do individuo e uma resposta imune adequada.
Melhorias no imunodiagnéstico dependem em parte da padronizagdo dos reagentes e sua utilizacao,
nas diferentes técnicas descritas principalmente em relagdo aos antigenos empregados que
normalmente sdo misturas complexas de moléculas, ndo purificadas e que podem conter no minimo,
um epitopo comum (ou proteinas de alta similaridade), freqlientemente detectado em outros géneros

fingicos.

Ultimamente, ha um grande interesse no desenvolvimento de novas técnicas para o
imunodiagnostico das micoses endémicas tanto para a deteccdo de anticorpos, bem como de
antigenos, tendo sido sugerido que um diagndstico preciso talvez exija uma sobreposicdo de
resultados positivos de ambos os métodos (Hamilton 1998).

Nos métodos diagndsticos existentes para a detec¢do de anticorpos na histoplasmose sdo
empregados antigenos nativos e/ou misturas ndo fracionadas dos antigenos, resultando em
inevitaveis problemas de reatividade cruzada, que é o principal problema no imunodiagnostico das
infeccBes fungicas. Além disso, a deteccdo de anticorpos tem certas limitacGes, principalmente em
individuos imunocomprometidos, que ndo apresentam titulos detectaveis (Wheat 1989; Fernandez-
Andreu 1996; Wheat 2003). Problemas associados com exposi¢Oes anteriores aos fungos que
compartilham determinantes antigénicos também acarretam resultados falso-positivos.

Objetivando-se principalmente o diagnostico em pacientes imunocomprometidos, métodos
diagnosticos para a deteccdo de antigenos tem sido desenvolvidos, especialmente na histoplasmose
disseminada. Entretanto, estes também apresentam uma certa reatividade cruzada, além de baixa
sensibilidade, especialmente em outras formas da histoplasmose.

A utilizacdo de moléculas recombinantes especificas, como o antigeno imunodominante M,
nos métodos imunologicos poderia ser uma forma de aumentar a especificidade e sensibilidade na
deteccdo de antigenos e anticorpos (mesmo que nestes atuem de forma indireta) nas amostras de

soros de pacientes com histoplasmose.
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A geracdo de anticorpos monoclonais (mAbs) utilizando-se o antigeno recombinante M, o0s
quais poderiam ser usados como importantes ferramentas na identificacdo dos determinantes
antigénicos e dominios funcionais das proteinas, bem como serem aplicados em procedimentos
diagndsticos, uma vez que reconhecem um Gnico epitopo protéico, e se especifico (Seco-Mediavilla
2003), distinguiriam os antigenos fangicos que compartilham epitopos semelhantes e assim
limitariam a reatividade cruzada existente nos métodos atualmente utilizados. Além disso, 0s
anticorpos monoclonais produzidos também poderiam ser utilizados em estudos funcionais da
proteina M, através da inibicdo de sua funcdo. Com isso, poderia ser determinado um dos papéis do
antigeno M na fisiopatogenia da histoplasmose. Estudos estruturais dos determinantes antigénicos
poderiam ser realizados, uma vez que tem sido demonstrado que a especificidade de ligagdo dos
anticorpos monoclonais depende da conformacdo do epitopo (Renukaradhya 2002). Esta
dependéncia conformacional poderia alterar os resultados dos testes imunoenzimaticos, portanto os
epitopos deveriam primeiramente ser avaliados com relagdo a sua estrutura priméaria no imunoblot
até sua estrutura terciaria por ELISAs. Estes anticorpos também poderiam ser utilizados para a
determinacdo de epitopos imunodominantes na proteina M recombinante através de um
mapeamento das sequéncias peptidicas mais imunogénicas, e sintese de seus peptideos
correspondentes. Outro método alternativo seria a amplificacéo de seqtiéncias génicas diferentes que
codificam para o antigeno M recombinante e expressdo de cada sequiéncia e avaliagdo como epitopo
B através dos mADbs especificos.

Testes imunoenzimaticos de varios formatos utilizando estes mAbs, poderiam ser
padronizados, consistindo principalmente em ensaios de competi¢do, captura e inibigdo. O primeiro
seria utilizado principalmente para a deteccdo de anticorpos, enquanto os demais seriam aplicados
como métodos para a deteccdo de antigenos.

Estudos prévios sobre a avaliacdo da reatividade da proteina M de fusdo em ELISA para
deteccdo de anticorpos em soros de pacientes com histoplasmose comprovada micologicamente,
demonstraram uma sensibilidade de 88% e uma especificidade de 85% (dados ndo publicados),
sendo estes dados correlacionados com os previamente publicados (Pine e cols. 1978; Wheat e cols.
1986). A utilizacdo de uma reacdo em cadeia da polimerase com sequiéncias iniciadoras desenhadas
a partir do gene codificante do antigeno M (Guedes e cols. 2003) sugerem que a proteina M
recombinante apresenta epitopo(s) comuns, bem como epitopos especificos, demonstrando a
necessidade de um mapeamento desta proteina para completa definicdo dos principais sitios

antigénicos desta molécula. Estes conhecimentos permitirdo explorar o papel funcional deste
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antigeno na relacdo parasito-hospedeiro, bem como serdo Uteis no desenvolvimento de métodos de

diagndstico mais acurados.
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OBJETIVO GERAL

Considerando que a resposta imune desencadeada pelo antigeno M poderia estar associada

com a interrupcéo da progresséo da infeccdo no hospedeiro, alem do seu papel antigénico ter sido

demonstrado anteriormente, nosso principal objetivo seria a verificacdo de seu papel funcional na

relacdo fungo-hospedeiro e efeito imunoprotetor, bem como identificagdo, caracterizacdo e selegdo

de epitopos reativos a células B presentes na proteina M que poderiam ser utilizados para a melhoria

de métodos de diagnostico. Para tanto as seguintes etapas processuais foram desenvolvidas:

>
>
>

Expressdo e purificacdo do antigeno recombinante M (rM);

Determinacdo de epitopos B por algoritimos computacionais;

Clonagem, expresséo e purificagdo de fragmentos antigénicos gerados a partir da sequéncia
génica do antigeno rM;

Producdo de anticorpos monoclonais contra a proteina rM;

Avaliacdo da especificidade dos anticorpos monoclonais pela técnica do imunoblot ou
ELISA indireto;

Avaliacdo da atividade do antigeno M como catalase do Histoplasma capsulatum;
Desenvolvimento de imunoensaios para a deteccdo de antigeno e de anticorpos anti-H.

capsulatum em espécimes clinicos.
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MATERIAIS E METODOS

1-  Cepas de Histoplasma capsulatum e amostras de soros: Duas cepas de H. capsulatum foram
utilizadas neste estudo. A cepa Hc CDC 6623 (ATCC 26320) foi usada na producao de antigenos e
as cepas de referéncia utilizadas nos estudos de viruléncia séo cadastradas na ATCC (American
Type Culture Collection, Rockville, Maryland, USA — cepa Hc ATCC G217B) e pertencem a
micoteca do Albert Einstein College of Medicine. As amostras de soros sdo provenientes da
Soroteca do Servico de Micologia do Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas- FIOCRUZ.

Outras amostras de soros para controle das reacfes também foram obtidas neste 6rgao.

2- Identificagio, manutencdo das cepas e producio de antigenos: A caracterizacdo das
amostras de H. capsulatum foi realizada a partir da observacdo da macro e micromorfologia do
cultivo fangico crescido em meios de cultura especiais (agar Sabouraud). Primeiramente foram
observados o tipo de col6nia (filamentosa ou leveduriforme), textura, coloracdo e producdo de
pigmento. A presenca de hifas hialinas, microconideos e macroconideos tuberculados foi
determinada através de microscopia Optica. Para verificacdo do dimorfismo caracteristico do H.
capsulatum, foram feitos repiques da cultura em meio de conversdo (YPD - 0,5% peptona; 2% de
extrato de levedura; 15¢/L de glicose; 0,1% de cisteina- HCI e /ou BHI) e incubados a 37°C. O teste
de exoantigenos também foi utilizado para a identificacdo das culturas de H. capsulatum (Standard e
cols. 1976).

Preparacgdo do antigeno histoplasmina: A histoplasmina (HMIN) foi produzida a partir da
cepa H. capsulatum CDC 6623 (ATCC 26320) segundo metodologia descrita por Pine e
colaboradores (1977) (Pine 1977). Antes do uso, a histoplasmina foi filtrada em membrana de
0,45um, concentrada 20 vezes por ultrafiltracdo, e dialisada contra tampdo salina fosfato (PBS),
0,01M, pH 7,2. A presenga das glicoproteinas H e M na histoplasmina foi monitorada pela reagao
de imunodifusdo dupla e através da realizagdo do SDS-PAGE.

Purificagcao da Histoplasmina (PHMIN): Este procedimento foi o mesmo utilizado por
Zancopé-Oliveira e cols (1993) (Zancope-Oliveira e cols. 1993). A HMIN obtida foi dialisada contra
tampao citrato 0,025M, pH 3,5, centrifugada e o sobrenadante foi aplicado em coluna (20 x 16cm)
de CM Sepharose CL 6B, previamente equilibrada com tampao citrato 0,025M, pH 3,5. O

antigeno foi eluido através de um gradiente de cloreto de sddio (NaCl), preparado a partir do
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tampao citrato acrescido de 0,005, 0,5, 1M NacCl. As fracdes eluidas da coluna foram concentradas
10 vezes por ultrafiltragdo e dialisadas contra PBS. Cada amostra recebeu uma concentragdo final
de 0,05% de timerosal. As fragdes foram monitoradas através de testes sorologicos para
reconhecimento de sua composi¢do (imunodifusdo e immunoblot).

Processo quimico de deglicosilagdo com metaperiodato de sodio: Aliquota do antigeno
pHMIN foi oxidado com um igual volume de solu¢do de metaperiodato de sodio (NalO4) a 100mM
por 18 horas a 4°C em camara escura. A reacdo foi interrompida pela adicdo de quantidade
equimolar de glicerol por 15 minutos a 4°C. Esta foi seguida pela adicdo de 100mM de
borohidreto de sodio por 2 horas a 4°C . Por fim, o antigeno deglicosilado (pHMIN) foi dialisado
em agua destilada a 4°C por 18 horas. O material foi estocado a —20° C até o momento do uso.

Dosagem de proteinas: A dosagem de proteinas totais dos antigenos foi realizada segundo a
técnica descrita por Bradford (1976), modificada para utilizagdo com reagente comercial (Bio-Rad,
Laboratories Richmond, CA, EUA) tendo albumina sérica bovina como padrdo. Para leitura das

reagoes foi utilizados espectrofotometro com um filtro de 595nm de comprimento de onda.

3- Estudos de modelagem molecular e mapeamento computacional da proteina M: O
alinhamento multiplo das seqiiéncias polipeptidicas foi feito através do programa PILEUP (GCG
versao 8.0, Wisconsin University, EUA), DNASTAR/ Meg Align (Versdo 5.03) e a homologia foi
determinada pelo programa FASTA, utilizando diversos bancos de dados (GenBank, EMBL, Pir-
Protein, Swiss-Prot, Prosite ¢ REBASE). A presenca de seqiiéncias com carater antigénico foi
revelada utilizando-se primeiramente algoritmos computacionais como Jamenson Wolf,
SYFPEITHI, Ato-Docking e Protean Program, contidos no pacote do DNASTAR. Modelagem
molecular por homologia utilizando o programa Swiss PDB Viewer foi utilizada para determinacao
da estrutura tridimensional e avaliagdo dos epitopos B na superficie desta molécula. Para
determinagdo das propriedades fisico-quimicas e modificagcdes pds-transducionais, a estrutura
primaria do antigeno M foi estudada pelos programas Peptidesort-GCG, ProtoParame ProtScale e

entre outros, contidos no servidor www.expasy.org.
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4- Expressao e purificacdo da proteina M recombinante: A metodologia para esta etapa do
projeto foi a mesma previamente publicada por Zancopé-Oliveira e cols. 1999 (Zancope-Oliveira e
cols. 1999), com algumas modificagdes. Primeiramente, o c¢cDNA foi sintetizado e usado como
amostra para a reagdo em cadeia da polimerase (PCR). A seqiiéncia iniciadora (“primers”)
complementar a seqiiéncia codificante foi 5’-CGGAATTCAGATCTGACCCTACGGACCAG-3’, ¢ a
complementar a seqiiéncia nao-codificante foi 5’-~-ACCAAGCTTCTAGCTTCTATCCAACGGGAA-3.
O gene do antigeno M foi amplificado por PCR com estes “primers” na presenca de 1,25U de Taq
DNA polimerase (Roche), 100mM de cada deoxinucleotideo trifosfato (dNTP), ImM das
seqiiéncias de cada “primer”, tampao de rea¢do (50mM de KCl, 10mM de Tris-HCI pHS,3, 2,5mM
de MgCl,). As condigdes foram 94°C por 45s, 55°C por 45s, e 72°C por 1min. Trinta e cinco ciclos
foram realizados € o cDNA amplificado, apds corrida eletroforética para determinagdo qualitativa e
pureza (leitura em espectrofotdmetro a 260/280nm). O cDNA amplificado foi digerido com Bg/Il
and HindIll (Gibco BRL, Grand Island, N.Y.) e ligado ao vetor de expressdo pQE40 (Qiagen,
Valencia, Calif.) também digerido com as mesmas enzimas. A reagdo de ligacdo foi realizada
utilizando a enzima ligase (Roche Chemicals) a 4°C overnight. O produto foi entdo utilizado para
transformar cepas de E. coli M15 (Qiagen, Valencia, Calif.). As colonias de E. coli foram
examinadas com relacdo a presenca do plasmideo apropriado, utilizando re¢des de PCR com as
seqliéncias iniciadoras descritas acima e com as seqiiéncias Promoter region, Type III/IV e Reverse
Sequence (Qiagen, Valencia, Calif.) especificos para a seqiiéncia do plasmideo utilizado. Outra
metodologia utilizada foi a andlise do mapa de restri¢cao dos clones positivos pela reagdo de PCR.
Apo6s o isolamento do clone positivo, os mesmos foram crescidos em meio LB contendo
ampicilina/kanamicina, até uma leitura optica do meio 0,4 a 600nm de, e entdo, foi adicionado a
cada cultivo, IPTG (isopropylthio-p-galactoside — Invitrogen — Carlsbad, California, USA) na
concentracao final de ImM. A expressao dos fragmentos foi entdo induzida por 4 horas, e as cé€lulas
recuperadas por centrifugacdo e lavadas utilizando-se tampao (0,01M Tris base pH 7,2, 0,15M
NaCl, 0,001M NaNj3). O proximo passo foi entdo ressuspender o sedimento formado em um tampao
de lise (SmM de imidazol, 500mM de NaCl, 20mM de Tris pH 7,9) e entdo a suspensao foi sonicada
por 6 a 7 minutos em ciclos de 10°” no gelo. A lise celular foi entdo observada ao microscopio e se
confirmada, a suspensdo foi entdo centrifugada a 16300rpm por 30min. O sedimento (“pellet”)
composto de particulas insoluveis foi entdo ressuspenso em tampao de suspensdo (10mM de
imidazol, 500mM de NaCl, 20mM de Tris-HCI pH 7,9, 6M uréia). O material foi centrifugado a

16300rpm por 30min e o sobrenadante coletado foi aplicado em uma coluna de Ni“- sepharose
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equilibrada com o mesmo tampao utilizado no ultimo passo de tratamento da amostra. A coluna foi
lavada com 10 vezes seu volume utilizando o mesmo tampao e entdo os fragmentos foram eluidos
da coluna com o tampao de elui¢do (1M de imidazol, 500mM de NaCl, 20mM de Tris-HCI pH 7.9,
6M uréia). As fragdes de maior concentragdo protéica foram determinadas ao espectofotometro e
entdo avaliadas pela técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato

de sédio (SDS-PAGE).

5- Clonagem dos fragmentos do antigeno M recombinante: O cDNA foi utilizado como

amostra para a amplificagdo dos fragmentos do antigeno M recombinante assim determinados:

1 bp 2067 bp
rM

1 582
F1 583 1275
F2 1276 2067

Para isto, utilizamos o seguinte “set” de seqiiéncias iniciadoras demonstrados na Tabela 1:

Tabela 1. Seqiiéncias iniciadoras utilizadas na amplificagdo na obtengdo dos fragmentos de rtM

Fragmentos “primers” Seqiiéncias nucleotidicas
CDNAF 5’GACCCTACGGACCAG 3’
o FIR 5 GCCCAGAAGAGGGCATCGAATG 3’
F2F 5’ATGTCAGGACATGGAAT CCCTC 3°
2 F2R 5’ACGCCCAGGTGCGGTGAAGAAT 3’
F3F 5" ATGGTAAATGGACCACTAGTGC 3’
P CDNAR 5’ TTAGCTTCTATCCTTCGGGAA 3°
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Os fragmentos foram amplificados por PCR com estes “primers” na presenca de 200ng de
DNA gendmico, 1,25U de Tag DNA polimerase (Roche), 100mM de cada deoxinucleotideo
trifosfato (ANTP), ImM dos “primers”, tampao de reacao (50 mM de KCI, 10 mM de Tris-HCI
pH8.,3, 2,5 mM de MgCl,). As condi¢des foram 94°C por 45s, 55°C por 45s, ¢ 72°C por Imin.
Trinta e cinco ciclos foram realizados.

Os fragmentos amplificados foram entdo digeridos com as enzimas de restricdo HindlIll e
BamH]I, e separados em gel de agarose. As bandas de interesse foram obtidas de gel empregando o
kit de extracao de gel (Qiagen, Valencia, Calif.), dosados em espectofotdmetro a 260/280nm, e
ligados ao vetor de expressao pQE40 (Qiagen, Valencia, Calif.) utilizando o mesmo procedimento
descrito anteriormente. Cada plasmideo contendo os fragmentos de interesse foi clonado em cepas
de E.coli M15 (Qiagen, Valencia, Calif.). As colonias de E. coli foram examinadas com relacdo a
presenca do plasmideo apropriado, utilizando re¢cdes de PCR com os “primers” anteriormente
descritos na Tabela 1 e com os “primers” Promoter region, Type III/IV e Reverse Sequence (Qiagen,
Valencia, Calif.) especificos para a seqiiéncia do plasmideo utilizado. Outra metodologia utilizada
foi a andlise do mapa de restricdo dos clones positivos na reacdo de PCR (utilizando as enzimas
Hindlll e BamHI). Entao, apds a obtengao destes clones, os plasmideos foram seqiiénciados para a
confirmagao da seqiiéncia clonada.

Os clones obtidos contendo a seqiiéncia de cada fragmento isoladamente foram expandidos,
e os fragmentos extraidos e purificados pela metodologia descrita anteriormente para a obtengdo da

proteina M recombinante (ver Item 4 dos MATERIAIS E METODOS).

6- Producio de anticorpos monoclonais (mAbs): Camundongos BALBc (n=4), fémeas, com 8
semanas de vida, foram previamente testados para a presenca de imunoglobulinas no soro contra a
proteina M recombinante. Apos resultado negativo, eles foram imunizados primariamente com 20pg
de antigeno M recombinante em adjuvante completo de Freund (Sigma-Aldrich). Ap6s 15 dias da
primeira imunizagdo, 0os camundongos foram imunizados novamente, com a mesma quantidade de
antigeno, mas preparado com adjuvante incompleto de Freund (Sigma-Aldrich). Apés 15 dias, 0s
camundongos foram sangrados no globo ocular. A sele¢cdo do camundongo que seria o doador do
baco para realizacdo da fusdo foi feita atraves de uma reacdo de ELISA utilizando-se duas
concentragdes diferentes do antigeno recombinante M (1 e 0,1ug/poco) e 0s soros dos animais
previamente imunizados para deteccdo da presenca de anticorpos contra a proteina M recombinante

e entdo, foram sacrificados. O baco do camundongo 3, o qual apresentou maior nivel de anticorpos
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anti-rM, foi retirado, macerado, ¢ a suspensao celular lavada com HBSS (Hank’s Balanced Salt
Saline — 0,137M NaCl, 54mM KCI, 0,25mM Na;HPQO,, 0,44 KH,PO,, 1,3mM CaCl,, 1,0mM
MgSQOy,, 4,2mM NaHCOs, pH 7,2). As células esplénicas foram contadas em Camara de Newbaur,
onde foi obtido 1 x 10® células. Para fusdo, foi respeitado o indice de 1x10® células esplénicas para
1,2x10°células de linhagem mielide SP2/0. Estas células foram fusionadas utilizando-se
polietilenoglicol. Cabe salientar que as células mieldides, bem como os macrofagos utilizados como
“feeders” foram previamente pré-cultivados conforme metodologia rotineiramente usada para a
producdo de monoclonais. Os hibridomas assim formados foram selecionados em meio HAT 1X
(hipoxantina, aminopterina e timidina), onde somente as células com fenétipo HGPRT+/ imortais
sobreviveriam. Entdo, foi realizada contagem das células em meio HAT, feita a técnica de diluicdo
limitante a fim de se relizar o plaqueamento de um unico clone em um poco da placa de 96 pocos
para cultura de células (Nunc-Immuno Starwell, Cloning), e entdo, apds o crescimento, o
sobrenadante foi testado para a presenca de anticorpos monoclonais contra a proteina M
recombinante. Este € um protocolo padrdo em laboratérios de diagnostico para a producéo de

anticorpos monoclonais (Hamilton e cols. 1990).

7- Isotipagem dos mAbs : Os anticorpos monoclonais obtidos no item anterior foram
classificados pelo método de ELISA indireto utilizando o Isotyping Kit Enzyme Immunoassay
(Boehring Mannhein, Germany), de acordo com o protocolo determinado pelo fabricante. Foi
utilizado também para determinacdo das classes de imunoglobulina a metodologia descrita por

Casadevall e colaboradores (Casadevall e cols. 1992).

8- Avaliagdo da especificidade dos mAbs: Para este proposto, foi utilizado imunoblot com
diversos antigenos fungicos, entre 0s quais o antigeno M recombinante (AgMr), antigeno
citoplasmatico de levedura (H. capsulatum CYA), histoplasmina purificada e tratada com
metaperiodato de sédio (ptHMIN), P. brasiliensis CYA, filtrado de cultura de P. brasiliensis- Pb(f),
S. schenkii CYA, B. dermatitides CYA. Os antigenos foram dissociados a 100°C por 10 min em
tampdo 0.125 M Tris-HCI Buffer (pH 6.8) contendo 2% dodecil sulfato de sédio (SDS), 10%
glicerol, 5% 2-mercaptoetanol e 0,025% azul de bromofenol. Eletroforese em gel de poliacrilamida
com diferentes concentragdes no gel de empacotamento e de resolucdo (4 e 10% , respectivamente)
foi conduzida em uma célula eletroforética (Mini-Protean Il, Bio-Rad Laboratories, Richmond
California) a 10mA para o gel de empacotamento e 20mA para o gel de resolugdo. O contetdo dos

géis foram transferidos para uma membrana de nitrocelulose em uma Mini Transfer-Blot Cell (Bio-
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Rad) contendo tampéo de transferéncia com 25mM Tris-HCI, 192mM glicina e metanol (20%
vol/vol, pH 8,3) e operada a 400mA por 1h. As membranas foram entdo, bloqueadas com 5% leite
desnatado em 20mM Tris-HCI (pH5,8), 500mM NaCl, 0,2% Tween (TTBS). Os mAbs foram
incubados com cada antigeno por 1h a 37°C. Apos a lavagem, as membranas foram incubadas com
conjugado anti-imunoglobulina de camundongo marcado com fosfatase alcalina. As reacdes foram
posteriormente reveladas pela adigdo do substrato (5-bromo-4-cloro-3-indolfosfato [BCIP 15mg/mL
em dimetilformamida] e nitroblue tetrazolium [NBT; 30mg/mL em 70% DMF aquoso]) diluida em
tampao Tris/NaCl [1L00mM Tris-HCI (pH9,5), 100mM NaCl, 50mM MgCI2]). As reatividades
foram entdo avaliadas com relagdo a presenca das bandas em cada amostra antigénica/ anticorpo

primério utilizado.

9- Mapeamento de epitopos B: O painel de mAbs produzido foi utilizado no mapeamento de
regies no antigeno M recombinante carreando epitopos B usando mutantes/ fragmentos (néo-
sobrepostos) deste antigeno recombinante que foram expressos em E. coli M15. As regides do
antigeno recombinante expressas e purificadas foram utilizadas em imunoensaios para avaliacdo da
presenca de epitopos descontinuos (seqiiéncia linear — primaria) nesta proteina reconhecidos pelos

mADs na reagdo de imunoblot, como protocolo descrito anteriormente.

10- Imunolocalizagio do antigeno M na levedura do H. capsulatum: Foram realizadas, duas
técnicas utilizando os anticorpos monoclonais contra a proteina M recombinante:
Imunofluorescéncia (Método em tubo): Primeiramente, foi realizado o crescimento das
leveduras do H. capsulatum em meio de cultura HAM F-12, entre 3 e 5 dias a 37°C, com agitagdo a
150rpm. Ap0s este crescimento, as leveduras foram centrifugadas a 2.000rpm por 10min e as células
sedimentadas foram lavadas trés vezes com PBS e centrifugadas nas mesmas condi¢des. O numero
de leveduras/mL foi entdo determinado por contagem em camara de Newbauer e uma aliquota
contendo 5 x 10° organismos foi transferida para um tubo de microcentrifuga tipo eppendorf, e entdo
centrifugado novamente para a remog¢do do excesso de liquido. A seguir, o sedimento foi
ressuspenso em 100ul de uma solucdo dos anticorpos monoclonais em tampao de bloqueio (BSA
5% S5m tampao PBS) na concentracao de 100 pg/ml e incubados por 1h a 37°C. Em seguida, os
“pellets” foram lavados trés vezes com PBS e ressuspensos em 100ul de uma solugao do conjugado
anti-IgG de camundongo/FITC diluido de 1:100 em tampao de bloqueio e incubados por 1h a 37°C.

Novas lavagens das c€lulas foram realizadas 3X com PBS e ressuspensas em 50 ul da solug¢do de
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montagem, composta de 50%PBS/50%glicerol e 0.01M de N-propil galato. As preparacdes foram
examinadas em microscopio de fluorescéncia utilizando um filtro de 495nm, apropriado para o

fluorocromo utilizado, em aumento de 100X.

Detecgdo do antigeno M na fragdo parede celular/membrana: Um extrato de parede celular
foi produzido através da metodologia descrita por Gomez e cols. em 1991 (Gomez e cols. 1991).
Primeiramente, as células foram cultivadas em meio HAM-F12 contendo cisteina (8,4ug/ml), N-2-
hidroxietilpiperazina-N'-2-acido tanesulfonico (6g/litro), &cido glutdmico (1g/litro), e glicose
(18,2g/litro) e foram crescidas a 37°C em agitador orbital por 48h. As leveduras foram recuperadas e
mortas por incubacdo em PBS (pH 7,2), contendo timerosal (1:10.000, wt/vol) a temperatura
ambiente por 1lh. Estas células foram lavadas em PBS contendo 1 mM de fluoreto de
fenilmetilsulfonil, 5uM de leupeptina, e 5X10* M de EDTA a uma concentracio de 1 volume de
células para 1 volume de tampéo. As células foram rompidas em “beadbeater” (Biospec Products,
Bartlesville, Okla.) a temperatura ambiente por 6min. O homogenato foi centrifugado a 450xg por
5min, e o sobrenadante a os sedimentos foram recuparados. O sobrenadante foi centrifugado a
11.000g por 20min a 4°C e decantado. Os sedimentos foram entdo reunidos e lavados trés vezes
com PBS. O material particulado foi fervido em 125mM Tris (pH 6,9) contendo 6M de uréia, 20mM
2-mercaptoetanol, e 1% Tween 20 (vol/vol) e entdo incubado “overnight” a 4°C. O material soluvel
foi separado por centrifugacdo a 11.000g por 20min e dialisado contra PBS por 36h. A concentracao
de proteinas foi determinada pelo método de Bradford.

O extrato foi entdo submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida, como descrito
anteriormente, e transferido para uma membrana de nitrocelulose para realizagdo de imunoblot.
Como anticorpo primario, foram utilizados os monoclonais contra o antigeno M recombinante
(8H2/6F12) e como controle positivo 0os monoclonais contra a HSP-60 e histona (H2B) de H.

capsulatum.

11- Atividade catalitica em diferentes fracoes celulares: Para confirmar a presenca de catalase
na superficie do H. capsulatum, a atividade de catalase foi avaliada através do kit Catalase Assay
(Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA) nas seguintes fragdes obtidas durante o crescimento do
H. capsulatum: 1 - sobrenadante, 2 - c€lulas intactas, 3 — células permeabilizadas com acetona, 4 —
células rompidas, 5 — células rompidas mais sobrenadante, 6 — sobrenadante apds centrifugagdo
(células rompidas), 7 - sobrenadante apos centrifugacdo (células rompidas + sobrenadante). Para

geracio destas fragdes, primeiramente 10° leveduras foram inoculadas em 100mL de meio HAM-
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F12 e diariamente, aliquotas de 1mL foram retiradas durante o crescimento (24, 48, 72, 96, 120, 144
h) e contadas em camara de Newbauer para determinag@o da concentragdo celular. Para obtencao do
sobrenadante, cada aliquota de um determinado intervalo de tempo foi centrifugada por 10min a
3.500rpm e entdo os sobrenadantes foram separados dos sedimentos celulares e ambos foram
guardados. A atividade de catalase total foi avaliada nos tubos contendo sobrenadante + células
rompidas. A geracdo das fragdes células intactas e rompidas foram provenientes do sedimento
obtido previamente. O rompimento celular foi executado em “bead beater” em cinco ciclos de 1min
com intervalos de 1min em gelo. As células rompidas foi centrifugada por 10 min a 11.000 rpm

para gerar a fragdo denominada “sobrenadante apds rompimento”.

12- Ensaio imunoenzimatico para a detec¢do de anticorpos:

Elisa Indireto: Esta técnica foi realizada de acordo com metodologia descrita (Kostiala e
cols. 1981; Guimaraes e cols. 2004). Antigenos histoplasmina purificada e tratada (ptHMIN) ou
somente purificada (pHMIN) foram adicionados (1pg/well) a placas de 96 pogos (Nunc-Immuno
Starwell, MaxiSorp Surface) diluidos em 100uL de tampao carbonato (63mM; pH 9,6) e incubados
por 1h a 37°C e “overnight”a 4°C. As plascas foram entdo lavadas trés vezes com tampao de
lavagem (10mM PBS, 0,1% Tween 20, pH 7,3) e bloqueadas com 200uL de tampao de bloqueio
(tampdo de lavagem contendo 5% de leite desnatado) por 2h a 37°C. As placas foram lavadas
novamente 3X com tampdo de lavagem e as amostras de soro foram adicionadas a cada poco em
uma diluicdo de 1:1.000 em 100uL de tampdo de bloqueio. As placas foram entdo incubadas
novamente por lh a 37°C. Apds trés lavagens adicionais com o mesmo tampao, as placas foram
incubadas com anti-imunoglobulina G humana conjugada com peroxidase (Jackson
Immunoresearch; peroxidase-conjugated affinipure goat anti-human IgG, Fc fragment specific) na
diluicdo de 1:16.000 em tampao de bloqueio, por 1h a 37°C. Apds trés lavagens subsequentes, a
reacao foi revelada com 100uL por poco de dihidrocloreto de o-fenilenodiamina [OPD; 0,4 mg/ml
em 0,04%(w/v) H,O,] diluido em 0,01M de tampao citrato de sodio, pH 5,5. A reacdo foi
interrompida pela adi¢do de 50uL de HCl 3M. As densidades opticas (ODs) foram entdo
determinadas empregando um leitor de ELISA (Bio-Rad model 550) a 490nm. O ponto de corte
(cut-off point) para a reatividade dos soros a pHMIN e ptHMIN foi determinado utilizando a média
das ODs somada de trés vezes o desvio padrao (SD) dos valores de log dos individuos controle

sadios. As amostras de soros com valores de ODs acima do “cut-off” foram consideradas positivas.
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13.  Ensaio imunoenzimatico para a deteccado de antigenos: Os anticorpos monoclonais
tambeém foram utilizados na padronizagdo de métodos diagnosticos para a deteccéo de antigenos.

Elisa de captura: No método de captura, as imunoglobulinas de soro de coelho previamente
imunizado com a proteina M recombinante foram adsorvidas a placa de ELISA e entdo, se
adicionou o antigeno M recombinante e o anticorpo monoclonal em diferentes concentracoes.

ApoOs a determinacdo da melhor concentragdo de anticorpo priméario (de captura)/
secundario, procedemos entdo a realizacdo do teste. Neste protocolo, primariamente 100uL de soro
de coelho na dilui¢do de 1:1.000 em tampdo carbonato (63mM; pH 9,6) foram adicionados a placas
de 96 pocos (Nunc-Immuno Starwell, MaxiSorp Surface) e incubados a 37°C por 1h e “overnight” a
4°C. As placas foram lavadas trés vezes com tampéo de lavagem (10mM PBS, 0,1% Tween 20, pH
7,3) e bloqueadas com 200uL de tampéo de bloqueio (tampao de lavagem contendo 5% de “skin-
milk™) por 2h a 37°C. As placas foram entao lavadas novamente 3X com tampao de lavagem e entdo
0 antigeno M recombinante foi adicionado em diferentes concentracbes com o objetivo de
construirmos uma curva padrdo absorbancia/concentracdo de antigeno. As amostras de soro de
diferentes pacientes de histoplasmose confirmada micologicamente (cultura +) foram também
adicionadas com o objetivo de serem comparadas com uma curva padrdao. Ap6s 1h de incubacdo a
37°C, as placas foram lavadas com tampéo de lavagem e entdo 100uL do mAb 8H2 diluido de 1:100
em tampao de blogueio foram adicionado aos pocos. Apds 3 lavagens consecutivas, 100uL de anti-
imunoglobulina G de camundongo conjugado com fosfatase alcalina diluido de 1:2.000 em tampéo
de bloqueio foram adicionados e incubado por 1h a 37°C. Apos trés lavagens subsequientes, as placas
novamente incubadas com o substrato pNPP (p-Nitrophenyl Phosphate), a reagéo parada com 50uL
de H,SO4 a 1 N e as placas lidas a 405nm em um leitor de ELISA (Bio-Rad model 550). O ponto de
corte (cut-off point) para a reatividade dos soros foi contruido utilizando a media das ODs somada
de trés vezes o desvio padrao (SD) dos valores de log dos soros de individuos controle sadios. As

amostras de soro com valores de OD acima do “cut-off” foram consideradas positivas.
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RESULTADOS

1. Identificacdo do H. capsulatum: As cepas de H. capsulatum apos serem recebidas e cadastradas
no Setor de Imunodiagndstico, Servico de Micologia, Instituto de Pesquisa Evandro Chagas, foram
primeiramente identificadas por exame direto. Em crescimento a 25°C, na microscopia foram
observadas a presenga de microconideos € macroconideos tuberculados, e a presenga de hifas
hialinas septadas (Figura la - painel direito). Macroscopicamente, as culturas apresentavam um
aspecto algodoado, com a coloragdo variando de branco a castanho (Fig la — painel esquerdo).
Apds a confirmagio da fase filamentosa, foi feito um repique para o meio Agar infusdo cérebro-
coracdo (BHI) acrescido de cisteina, e incubados a 35-37°C. Entdo, obtivemos colénias glabras,
lisas, branco-amareladas (Figura 1b — painel esquerdo), apresentando, a microscopia, leveduras

ovais, unibrotantes, de morfologia uniforme (Figura 1b — painel direito).

Figura 1: Histoplasma capsulatum: a) forma filamentosa (cultura e microscopia); b) forma leveduriformea 37°C

(cultura e microscopia respectivamente). Aumento 40X
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2. Producio de antigenos: A histoplasmina foi purificada e as fragcOes coletadas e lidas no
espectrofotdmetro a 280nm. O cromatograma € apresentado na Figura 2, contendo as fracdes de

maior densidade Optica que foram entdo reunidas no mesmo tubo.

PURIFICACAO HISTOPLASMINA
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Figura 2: Cromatograma da purificagdo do antigeno histoplasmina

A anélise por SDS-PAGE da histoplasmina purificada e (pHMIN), e histoplasmina purificada e
tratada (ptHMIN) a serem utilizadas nas ELISAS ¢ mostrada na Figura 3. O antigeno ndo-tratado
contém glicoproteinas de 94 (M antigen) e 116 (H antigen) kDa. Estas massas moleculares sao

reduzidas para 88 e 114 kDa, respectivamente, ap0s tratamento com metaperiodato.
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Figura 3. SDS-PAGE. 1. Histoplasmina purificada (pHMIN), 2. Histoplasmina purificada e tratada (ptHMIN). NUmeros

a esquerda correspondem ao padrdo de peso molecular.

3. Modelagem molecular e mapeamento computacional do antigeno M. As catalases sdo

oxiredutases envolvidas no mecanismo molecular de defesas dos microorganismos contra 0s
reativos intermediarios do oxigénio (RIO). Com isso, em um primeiro momento o antigeno M foi
comparado com outras catalases, principalmente da familia CATB, onde se observou 78% de
homologia com catalases do Aspergillus niger. Estes resultados nos permitiram desenvolver um

modelo molecular do antigeno M através do Programa Swiss PDB View (www.expasy.org). As

catalases podem se apresentar em solucdo tanto como dimeros e/ou tetrdmeros. Na Figura 3, 0
antigeno M na sua forma hipotética de tetrdmero apresenta as 4 estruturas distintas de uma catalase:
N-terminal (azul), dominio em forma de barril (vermelho), dominio de ligacdo (amarelo) e dominio

helicoidal (verde).
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Figura 4. Modelo hipotético do antigeno M como um tetrdmero.

Outro modelo computacional foi gerado para o antigeno M recombinante, no qual o grupamento
heme foi adicionado por docking (Fig. 5). Funcionalmente, catalases apresentam alguns residuos
conservados na area adjacente ao ligante de heme como histidina, asparagina e isoleucina. Na

proteina M histidina se encontra na posi¢ao 107, asparagina na posicao 180 e fenilalanina na posi¢ao
394.

Heme

s FDHERVPERAVHARGAG 4,

Figura 5. Modelo computacional do antigeno M demonstrando o sitio de assinatura de catalases e a inser¢do do

grupamento Heme .

28



Outra evidéncia foi a determinacdo de um importante sitio proximal de assinatura de
catalases (4 FDHERVPERAVHARGAG ;1) e a observacao da fenda catalitica onde o grupamento
heme se encaixaria perfeitamente ¢ mais outra evidéncia computacional que a proteina M poderia

ser uma catalase (Fig. 6).

Figura 6. Modelo computacional do antigeno M demonstrando a fenda catalitica com inser¢ao do grupamento Heme.

Os resultados obtidos pelo alinhamento das seqiiéncias do antigeno M com o de outras
catalases demonstraram uma baixa homologia existente entre elas, principalmente com catalases
humanas. Para a determinacéo dos epitopos B, utilizamos o programa DNA star, através do uso do
algoritmo Jameson-Wolf, no qual nos fornece informacfes sobre os indices antigénicos (tal
programa prediz determinantes antigénicos potenciais por combinar métodos existentes para
predilecdo estrutural de proteinas). Combinando-se o indice de hidrofobicidade (Algoritmo de Kyte-
Doolitle) e a probabilidade de superficie, pode-se determinar as seqliéncias que poderiam estar
localizadas na superficie, e tendo um alto valor de indice antigénico, poderiam ser epitopos B em

potencial.
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Figura 7: Probabilidade de superficie (algotitmo Plot-Emini) e indice antigénico (algoritmo Jameson-Wolf).

De acordo com os dois algoritmos apresentados, observamos a presenga de sete provaveis
regides antigénicas distribuidas na proteina, que apresentaram os maiores indices antigénicos. Estas
estdo localizadas na superficie, sendo que um destes sitios corresponde aos primeiros 40
aminoacidos da por¢ao N-terminal, podendo, portanto, ser um peptideo sinal. No modelo desenhado
para a proteina M, por homologia com outras catalases, teriamos sete regides antig€nicas principais

como descritas na figura 8 (e também rachuradas na figura 7):

N Signal-Peptide
Peptide 1: 25-30 aa

B Peptide 2: 380-387 aa

B Peptide 3: 580-587 aa
Peptide 4: 592-601 aa

B Peptide 5: 602-615 aa

B Peptide 6: 679-685 aa

Figura 8: Regides antigénicas distribuidas na proteina M.
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Destes sete sitios descritos, somente seis foram analisados como seqiiéncias
imunologicamente importantes pelo uso de programas de livre acesso, como os da plataforma

Expasy (www.expasy.org — SYFPEITH), onde a andlise de hidrofobicidade, indice antigénico, e

posicionamento na superficie da molécula sugeriram que as regioes estudadas sao possiveis epitopos

B (Fig. 9).

Predictive B-cell epitopes

Figura 9: Localizagio dos epitopos B na proteina M (acessibilidade e superficie)

4. Expressao e purificagio da proteina M recombinante: O antigeno M recombinante foi

purificado, as fracdes obtidas foram coletadas e lidas em espectrofotometro e avaliadas por SDS-

PAGE.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Figura 10. A proteina M recombinante foi analisada por SDS-PAGE em gel de poliacrilamida a 10%. Linha 1 - Peso
Molecular (Invitrogen); linha 2 - cultura antes da indugdo com IPTG; linha 3 — 1h pés inducdo com IPTG; linha 4- 4h

apo6s inducdo com IPTG; linha 5 — sobrenadante antes da purificacdo; linhas 6 a 10- proteina M recombinate purificada.

31


http://www.expasy.org/

5. Clonagem, expressao e purificacido dos fragmentos do antigeno M recombinante: Na
figura 11 sdo demonstrados os produtos de amplificagdo gerados apdés PCR do cDNA do gene

codificador da proteina M com os “primers” previamente desenhados (Tabela 1).

Figura 11: Resultado de PCR ap6s amplficacdo utilizando os primers
determinados pelo programa DNAstar.

Legenda:

1- MWM (Ladder 100)

2- F1 (582bp)

3- F2 (693bp)

4- F3 (792bp)

5- rM (2067bp)

6- MWM (Ladder 500)

Subsequente digestdo foi realizada com as enzimas HindIlIl e Bg/ll (dados ndo mostrados) e
clonagem em vetor pQE40.

Apo6s clonagem e transformagdao em E.coli, as bactérias foram crescidas em meio LB com
Ampicilina/Kanamicina, e triadas por PCR de colonia para avaliagao da presenca do plasmideo e
positividade das colonias (dado ndo disponivel). Apds este procedimento, uma colonia fortemente
positiva na reagdo de PCR com cada fragmento foi crescida em meio LB, e o plasmideo extraido
para seqiienciamento e comparagdo com a seqiiencia nucleotidica do gene codificador do antigeno
M recombinante. O seqiienciamento foi feito com os primers Type III/IV e Promoter Region, os
quais sequenciavam parte do vetor e uma regido de 300Kb do gene inserido no plasmideo, para a

avaliacdo da clonagem do gene na posi¢ao correta (Figura 12).
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Figura 12: Alinhamento das seqiiéncias clonadas e seqiienciadas (Fragmentos F1, F2, F3) com a seqiiéncia do gene

codificante do antigeno M.

Apds a triagem correta dos clones positivos, as bactérias foram crescidas e expressao dos
fragmentos induzida com IPTG. Como o plasmideo pQE-40 confere uma cauda de histidina a
proteina de fusdo formada, entdo, apds extracdo, obtivemos um alto grau de purificacdo de cada
fragmento, apos realizacdo de cromatografia de afinidade Ni+2 — Histidina. Na figura 13, podemos

observar o rendimento e alto grau de funcionalidade desta metodologia.

50KDa

F1 before
F1 batch 1
F1 batch 2

F2 before
F2 batch 1
F2 batch 2
F3 before
F3 batch 1

Figura 13: Purificacdo dos fragmentos gerados a serem usados no mapeamento do antigeno M recombinante. Before —

extrato de E. coli antes da purificagdo/ Batch 1 e 2 — diferentes purificagdes.
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6. Obtencao dos anticorpos monoclonais (mAbs): Foi obtido um painel de anticorpos
monoclonais composto de 5 IgM, 4 IgG1 e 3 IgG2a. Os mAbs mais reativos frente ao antigeno M
recombinante foram isotipados e as classes de imunoglobulinas determinadas segundo metodologia

descrita por Casadevall e colaboradores (Casadevall e cols. 1992).

7H11
7C3
5H10 IgG1 | 10D5
3A11 8B6
IgM | 10G10
5E11 3H2
7C7 1gG2a | 8H2
6F12

7. Especificidade dos monoclonais obtidos: Os monoclonais foram testados primeiramente com
0 antigeno M recombinante. Depois de observada a reatividade por imunoblot, os que obtiveram
maior intensidade de reagdo foram selecionados e testados contra as outras preparacdes antigénicas
provenientes de outros microorganismos para avaliagcdo da especificidade. Os mAbs 6F12, 8H2 e
7C7 reagiram fortemente com o antigeno M recombinante, sendo o 8H2 o mais especifico, uma vez
gue ndo reconheceu nenhuma proteina nos extratos antigénicos de P brasiliensis, A. fumigatus, S.
schenkii, B. dermatitides e M. tuberculosis (Figura 14). J& 0 mAb 6F12 reagiu com um proteina de
60kDa quando testado com antigeno de S. schenckii (Figura 14 — Painel B) e 0 mAb 7C7 reagiu
inespecificamente com ambos os antigenos CYA e filtrados de cultura de P. brasiliensis (Figura 12,
Paineis A e C).
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Figura 14 — Determinacdo da reatividade cruzada frente a diferente preparagBes antigénicas. Ag Mr-antigeno M
recombinante de Histoplasma capsulatum, CY A Hc-antigeno de Histoplasma capsulatum fase leveduriforme (sonicado),
pHMIN-antigeno histoplasmina purificado e tratado com periodato, Pb339 CYA - antigeno de Paracoccidioides
brasiliensis fase leveduriforme (sonicado), Pb (f)- antigeno de Paracoccidioides brasiliensis (filtrado) ,Ss-antigeno

citoplasmatico de Sporothrix schenkii, Bd-antigeno leveduriforme de Blastomices dermatitides.
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O perfil de reatividade dos monoclonais acima discriminados foi determinado com relagéo

as bandas aparentes apds desenvolvimento do imunoblot e 0s seus respectivos pesos moleculares

determinados (Tabela 2):

Tabela 2: Retividade dos monoclonais selecionados e testados frente a diferentes preparac6es antigénicas.

ANTIGENO ANTICORPOS MONOCLONAIS
8H2 7C7 6F12
Agr™M 100,80,60,50,40,35,30,25 | 100,80,35,25,24kDa | 100,80,60,50,40,35,30,25-
24,22-20kDa 24,22-20kDa
Hc CYA X 80, 50kDa 100,90,70,61,25kDa
pHMIN X 100,80kDa X
Pb339 CYA X 90,80,70,61,52- 61,55,50,40,20kDa
50,20kDa
Pb(f) X 80-60kDa X
Ss X X 60,20kDa
Bd X 50kDa X

Ag Mr-antigeno M recombinante de Histoplasma capsulatum

CY A Hc-antigeno de Histoplasma capsulatum fase leveduriforme (sonicado)

pHMIN-antigeno histoplasmina purificado e tratado com periodato

Pb339 CYA - antigeno de Paracoccidioides brasiliensis fase leveduriforme (sonicado)

Pb (f)- antigeno de Paracoccidioides brasiliensis (filtrado)

Ss-antigeno citoplasmatico de Sporothrix schenkii

Bd-antigeno leveduriforme de Blastomices dermatitides
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8. Isotipagem dos mAbs avaliados quanto a especificidade: Na tabela 3, sdo demonstrados os

resultados da isotipagem, subclasse de imunoglobulinas e tipos de cadeia leve:

Tabela 3: Isotipagem dos monoclonais utilizando o Isotyping Kit Enzyme Immunoassay (Boehring Mannhein,

Germany).
Anticorpos monoclonais Imunoglobulina Cadeia
8H2 IgG2a K
7C7 IgM K
6F12 IgG2a K

9. Mapeamento de epitopos B do antigeno M recombinante: Apoés purificacdo, cada fragmento
do antigeno M (denominados F1, F2 e F3), foi corrido eletroforeticamente e transferido para uma
membrana de nitrocelulose nas condigdes descritas anteriormente. Em seguida, incubou-se cada
fragmento com o painel de monoclonais contra a proteina M. O F1 reagiu fracamente com os mAbs
SH10, 5E11 e 7C7, e fortemente com o mAb 10G10, todos pertencentes a subclasse de
imunoglobulinas IgM. Monoclonais da classe IgG1 (8B6) e IgG2a (6F12 e 8H2) e uma IgA (4D5)
reconheceram fortemente o F2. O F3 foi reconhecido por mAbs pertencentes a todas as subclasses

de imunoglobulinas (Figura 15).
F1 F2

e

1 2 3 4 5 6 78 9 1041 12 13 14 15 C» 1 2 3 45 6 7 8 9 10 41 12 13 14 15 C+
1- 5H10 10- 6F12
E 2-3A11 | Igm 1- 312 | 1952
3- 10610
™ o - 12- 8H2
. F3 4- BE11 13- 4D5
5-7¢7 14-10co [ T4
g ' E : . - - 6- 7H11 s
er . < 7-7€3 Ig61 16- serum
8- 10D5
12 34 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 C+ 9- 8B6

Figura 15: Reatividade dos anticorpos monoclonais frente aos fragmentos utilizados pelo imunoblot.
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10. Imunolocaliza¢io do antigeno M recombinante do H. capsulatum:

Imunofluorescéncia: Utilizando o monoclonal 8H2, foi possivel detectar a presenca do
antigeno M na superficie da levedura do H. capsulatum. O monoclonal foi capaz de se ligar a célula
uniformamente, sem nenhum ponto especifico, como locais de brotamento ou mesmo o acumulo de

vesiculas em um determinado local Uinico na parede celular/membrana (Figura 16).

Figura 16: Imunofluorescéncia utilizando anticorpos ani-rM, determinando presenca de catalase na superficie do H.

capsulatum.

Detecgdo do antigeno M na fragdo parede celular/membrana: Utilizando os monoclonais
8H2 e 6F12 (contra proteina M recombinante) pudemos detectar a presencga do antigeno M na fragao
parede celular/membrana, confirmando que esta proteina pode ter uma agao local na protecdo das
estruturas fingicas contra o “stress” oxidativo provocado pelos reativos intermediarios do oxigénio

(Figura 17).
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Figura 17: Demonstrag@o indireta do antigeno M na fragdo parede celular/membrana. Painel A — SDS-PAGE do
antigeno utilizado. Painel B — Linhas 1 e 2 — Anticorpos monoclonais contra o antigeno M recombinante; 3 ¢ 4 —
Anticorpos monoclonais contra a HSP-60; 5 — Anticorpos monoclonais contra a H2B; 6 — Imunoglobulina irrelevante (os

monoclonais contra os antigenos HSP-60 e H2B foram utilizados como controle positivo nesta reagao.

11. Atividade catalitica em diferentes fragoes celulares: A importincia da atividade de catalase
na levedura do H. capsulatum, foi inicialmente, verificada através da incubacéo das leveduras com
diferentes concentracdes de perdxido de hidrogénio (H20,), com o intuito de se avaliar qual seria a
concentracdo limite em que o fungo conseguiria crescer, tanto em meio liquido quanto em sélido,
comparando com o controle negativo onde H,O, ndo foi adicionado. H. capsulatum é suscetivel a
H,O,, dependente da concentracdo, podendo sobreviver em baixas concentragdes (0,1 a 1 mM)
(Fig.18). Estes resultados nos sugerem que a atividade de catalase é induzida em presenca de
perdxido de hidrogénio. Entretanto, as leveduras permanecem viaveis em concentracbes menores

que 5mM.
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Figura 18. Efeito do perdxido de hidrogénio na sobrevivéncia do H. capsulatum.
Gréfico A: Halo de inibicdo de crescimento (concentra¢do de H,O, X inibi¢do do crescimento)
Gréfico B: Area de crescimento (concentragio de H,O, X area de crescimento)

Gréfico C: Susceptibilidade ao perdxido de hidrogénio (tempo X logaritmo do ndmero de células)

A atividade de catalase, quando determinada em diferentes fracdes celulares para a avaliagao
da principal localiza¢do da enzima na levedura do H. capsulatum, foi principalmente observado em
células intectas, sendo uma atividade equivalente do extrato total de levedura + sobrenadante,
sugerindo novamente que as catalases na levedura estdo localizadas principalmente na superficie
celular, favorecendo a hipdtese que seu papel funcional esteja relacionado com a protegao local de

estruturas fingicas contra os reativos intermediarios do oxigénio durante o processo de fagocitose.
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Figura 19: Atividade de catalase nas diferentes fragdes celulares durante o crescimento do H. capsulatum. Supernatant -
sobrenadante, Intact cells - células intactas, Acetone permeabilized cells — células permeabilizadas com acetona,
Disrupted cells (DC) — células rompidas, Disrupted cells + supernatant (DC + S) — células rompidas mais sobrenadante,
Sup after centrifugation (DC) — sobrenadante apds centrifugacao (células rompidas), Sup after centrifugation (DC + S) -

sobrenadante ap6s centrifugacgio (células rompidas + sobrenadante)

12. Ensaio imunoenzimatico para a detecgiio de anticorpos: Os resultados encontrados no teste
de Elisa utilizando os antigenos pHMIN e ptHMIN estéo ilustrados na Figura 20 e Tabelas4 e 5. O
presente estudo comparou 0 uso dos dois antigenos em uma rapida metodologia de ELISA.
Amostra de soros de 50 pacientes com histoplasmose e 122 pacientes ndo-histoplasmose (35
soros heterdlogos e 87 soros de individuos sadios) foram testados para a deteccdo de anticorpos,
como mostrado na figura 20. Os pontos de “cut-off” dos ELISAs foram estabelecidos como a
media das absorbancias somada de trés vezes o desvio padréo obtido para os soros de individuos
sadios. Entdo, amostras com valores de absorbancia maiores que 0.32 e 0.52 (quando pHMIN e
ptHMIN foram usadas, respectivamente) foram consideradas positivas. Anticorpos anti-HMIN

foram detectados em 57% dos soros dos pacientes com histoplasmose quando o antigeno pHMIN
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foi usado no teste. Entretanto quando ptHMIN foi utilizada no teste de ELISA, esta sensibilidade foi
aumentada para 92% (p<0,001). Apesar de n&o ser observada diferenca estatisticamente significante
na especificidade do imunoensaio, houve uma diferenca estatisticamente significante na
sensibilidade (p<0,001). Este teste se mostrou satisfatorio como método de deteccdo de anticorpos
anti-histoplasmina utilizando-se ptHMIN uma vez que apresentou uma sensibilidade de 92% e uma
especificidade de 96%. O meétodo descrito apresentou boa reprodutibilidade, visto que as ODs
observadas entre testes feitos separadamente apresentaram-se muito proximas. Segue abaixo o

grafico da analise dos resultados das densidades éticas obtidas neste teste (Figura 20).
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Figura 20: Deteccdo de anticorpos em soros de pacientes com histoplasmose, outras micoses comprovadas e de
individuos sadios pela ELISA utilizando histoplasmina glicosilada (A) e deglicosilada (B). © amostra individual. ¢
pacientes com histoplasmose comprovada (cultura positiva). As linhas horizantais pontilhadas mostram os pontos de
“cut-off”. Hc, Histoplasmose; Pb, paracoccidioidomicose; Af, aspergilose; Ss, esporotricose; Ci, coccidiodomicose;

Cn, criptococose; NHS, individuos sadios.
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Tabela 4. Comparacdo dos testes de ELISA com histoplasmina glicosilada e deglicosilada para deteccdo de anticorpos.

2

PHMIN? (%) ptHMIN® (%) X P
Sensibilidade® 57 92 15.5  0.00008
(43.1-70.9) (84.4-100)
Especificidade 93 96 0.73 0.0
(88.4-97.6) (92.5-99.5)
Eficiéncia 83 95 134 0.00025
(88.4-97.6) (91.7-98.3)
PPV 78 90 097 0.32
(66.7-93.3) (93.5-100)
NPV 84 95 137 0.24
(77.3-88.7) (91.7-98.3)

Histoplasmina purificada

® Histoplasmina purificada e tratada comNaOl,

¢ Sensibilidade= Proporgéo de amostras positivas corretamente identificadas pelo teste

9 Especificidade= Proporcio de amostras negativas corretamente identificadas pelo teste
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Tabela 5. Parametros de validade da ELISA usando histoplasmina glicosilada e deglicosilada

No. de pacientes positivos na ELISA/n° total of controles (%)

Amostras (n) PHMIN? PtHMIN®
Histoplasmose (50) 28/50 (68) 46/50 (92)
Paraccocidioidomicose (7) 3/35 (9) 1/35 (3)
Aspergilose (8) 4/35 (11) 3/35(9)
Esporotricose (8) 0/35 (0) 0/35 (0)
Coccidioidomicose (4) 0/35 (0) 1/35 (3)
Criptococcosis (8) 0/35 (0) 0/35 (0)
Individuos sadios (87) 1/87 (1.2) 0/87 (0)

#Histoplasmina purificada
® Histoplasmina purificada e tratada com NaOl,
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13. Ensaio imunoenzimatico para a deteccio de antigenos: Os resultados estdo ilustrados na
tabela 6. Os antigenos foram detectados em 80% das amostras dos pacientes em um estudo piloto
inicial. Com relacéo a especificidade do teste, foi de 91%, apresentando somente reatividade cruzada
com o soro de pacientes com paracoccidioidomicose. O “cut-off” calculado a partir dos soros de
pacientes sadios foi de 0,590, o que equivale a uma concentracdo de antigeno de 1,351ug/mL. O
estudo inicial apresentou resultado satisfatdrio, e a proxima etapa é o aumento do ndmero de soros

para validacdo do método. Segue-se na tabela 6 e figuras 21 e 22 os resultados obtidos.
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Figura 21: Correlagdo dos valores de densidades Opticas (ODs) das amostras de soro versus 0S respectivos grupos
considerados (NHS- individuos saudaveis, Hc- soros de pacientes com histoplasmose, Pool- pool de soros de pacientes
com outras micoses). Cn - criptococcose, Mt — tuberculose, Af — aspergilose, Ss — esporotricose, Bd — blastomicose,

Pb - paracoccidioidomicose.
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Figura 22: Correlacdo dos valores de [Ag] nas amostras de soro versus os respectivos grupos considerados (NHS-
individuos saudaveis, Hc- soros de pacientes com histoplasmose, Pool- pool de soros de pacientes com outras micoses).
Cn - criptococcose, Mt — tuberculose, Af — aspergilose, Ss — esporotricose, Bd — blastomicose, Pb -

paracoccidioidomicose.
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Tabela 6. Pardmetros de validade da ELISA para a detecgdo de antigenos utilizando a proteina M

recombinante.

Parametros Valores
Sensibilidade® 80%
Especificidade” 91%
Eficiéncia 84%
PPV 94%
NPV 71%

% Sensibilidade= Proporgdo de amostras positivas corretamente identificadas pelo teste

PEspecificidade= Proporcdo de amostras negativas corretamente identificadas pelo teste
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DISCUSSAO

Em estudos prévios de nosso grupo, o antigeno M foi purificado por uma combinacgdo de
processos cromatogréaficos e caracterizado por processos imunoquimicos como sendo uma
glicoproteina com massa molecular relativa de 94 kDa contendo epitopos protéicos espécie-
especificos e epitopos glicosidicos (Zancopé-Oliveira e cols. 1993; Zancopé-Oliveira e cols. 1994).
Deglicosilacdo do antigeno M purificado demonstrou serem os determinantes glicosidicos
responsaveis pela reatividade cruzada em imunoensaios (Zancopé-Oliveira e cols. 1994; Pizzini e
cols. 1999; Reiss e cols. 2000; Guimardes e cols. 2004). Subsequente estudo de caracterizacéo
molecular e funcional do gene codificador do antigeno M, sugeriu ser este uma catalase (Zancopé-
Oliveira e cols. 1999). Neste mesmo estudo também foi demonstrada a reatividade da proteina M
recombinante em imunoensaios. Recentemente, estudos de avaliacdo da reatividade da proteina M
de fusdo pelo ELISA para a deteccdo de anticorpos em soros de pacientes com histoplasmose
comprovada demonstraram uma sensibilidade de 88 % e uma especificidade de 85% (dados nédo
publicados). Além disso, foi descrito um método de identificacdo altamente sensivel e especifico
para 0 H. capsulatum onde se utilizou na reacdo de polimerase em cadeia sequiéncias especificas
desenhadas a partir do gene codificador do antigeno M (Guedes e cols. 2003). Esses resultados
sugerem que a proteina M recombinante apresenta epitopo(s) comuns, bem como epitopos
especificos demonstrando a necessidade de um mapeamento desta proteina para completa defini¢do
dos principais sitios antigénicos desta molécula. Estes conhecimentos nos permitirdo explorar o
papel funcional deste antigeno na relacdo parasita-hospedeiro, bem como serdo Uteis no
desenvolvimento de métodos de diagndstico mais sensiveis e especificos.

O metabolismo celular do oxigénio produz espécies reativas toxicas para muitos
microorganismos. Esta toxicidade ¢ mediada por produtos da reducdo univalente do oxigénio
molecular, incluindo o radical superdxido (O;’), peroxido de hidrogénio e o radical hidroxila (OH).
Adicionalmente, organismos infecciosos podem sofrer danos provocados por produtos derivados do
metabolismo respiratorio das células fagociticas. Conseqiientemente, enzimas produzidas por
ptogenos e envolvidas nas defesas antioxidantes tém sido associadas com a viruléncia microbiana.
Entre estas, incluem-se as catalases, uma familia de metaloenzimas capazes de decompor o perdxido
de hidrogénio a oxigénio e agua, diminuindo o dano a estrutura do microorganismo pelo “stress”
oxidativo. Estas enzimas estdo presentes na maioria dos microorganismos, e fazem parte de uma
superfamilia, como comprovado pelo alinhamento utilizando o “BLAST”(tradu¢do). Em adigdo a
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suas atividades bioldgicas associadas a viruléncia, esta familia de proteinas ¢ um alvo preferencial
da resposta imune humoral em diversos fungos, como o Aspergillus fumigatus (Rementeria 2005).

A histoplasmose apresenta amplo espectro clinico, variando desde formas leves, graves e
disseminadas, que dependem de arios fatores, tais como: inoculo infectante, do status imunologico
do hospedeiro e da viruléncia do fungo (71). O H. capsulatum é adquirido por via inalatéria. Ao
atingir os alvéolos, os microconidios infectantes sdo fagocitados, levando a ativacdo destas células e
liberacdo de mediadores quimicos participantes de mecanismos oxidativos. Entre estes, a H,O, e
NO’, que expde o fungo a um “stress” oxidativo. Entretanto, mecanismos de escape, entre os quais a
producéo de catalases, que atuariam na defesa do microorganismo contra H,O,  sdo desencadeados,
com ocorréncia do processo de multiplicacdo do fungo dentro dos macréfagos alveolares (13,77). J&
foi demonstrado, através da clonagem e sequienciamento do gene codificador do antigeno M que sua
natureza bioldgica seria uma catalase (101). Além desta catalase B, outros dois genes codificadores
das catalases A e P também ja foram identificados, sendo estas trés catalases do H. capsulatum
classificadas como catalases monofuncionais (catalase tipica) (49).

Trés classes de proteinas ndo relacionadas baseadas na sua seqiiéncia de aminoacidos e
estrutura exibem significante atividade de catalase. Entre estas classes, a mais extensivamente
caracterizada ¢ composta por enzimas contendo grupamento heme, monofuncionais, sendo
compostas por subunidades maiores com peso molecular acima de 75kDa ou menores (<60 kDa)
(Chelikani 2004). A maioria das catalases tipicas apresenta um “core” conservado que compreende
aproximadamente 390 aminoacidos, com quatro dominios estruturais (N-terminal, dominio em
forma de barril, dominio de ligacdo e dominio helicoidal), sendo que o maior grau de homologia
encontrado entre as enzimas pertencentes a esta classe € visto na regido ao redor da histidina distal
e da tirosina proximal ligantes do grupo prostético heme (Zamocky 1999). A alta homologia do
antigeno M com catalase CATB, demonstrada anteriormente (101) estd associada aos modelos
computacionais por nds desenvolvidos. Demonstrou-se que modelo estrutural hipotético do antigeno
M como um tetrdmero composto pelos quatro dominios estruturais, além da localiza¢do do sitio de
assinatura onde os ligantes de heme Hj¢7, Njgo, Y304 foram encontrados. Podemos confirmar que este
antigeno ¢ uma catalase. Entretanto, sua participacdo na patogénese da histoplasmose ainda néo foi
comprovada neste trabalho.

A proteina M ¢ considerada um dos antigenos imunodominantes do H. capsulatum, visto que
anticorpos contra esta molécula sdo os primeiros a serem detectados no inicio da infec¢do. Na

imunodifusdo, anticorpos anti-M sdo mais freqiientemente detectados que os anti-H, e aparecem
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logo apds o contato com o fungo, podendo indicar infecgdo anterior, doenga aguda ou uma doenga
cronica progressiva. Os anticorpos anti-M podem persistir até 3 anos apés a cura clinica e podem
tambeém ser estimulados apds intradermorreacdo com histoplasmina em pessoas que nunca tiveram
contato com o H. capsulatum (Klite 1965; Kaufman 1992). Devido a esta importancia do antigeno
M na histoplasmose, surgiu-se a necessidade de mapear as regides de maior antigenicidade dentro da
molécula, caracterizando importantes epitopos B, e que poderiam ser utilizados para a imunizagao e
avaliacdo de imunogeno vacinal protetor.

Inicialmente, 0 mapeamento de epitopos B presentes no antigeno M foi realizado apds
alinhamento multiplo das seqiiéncias polipeptidicas da proteina recombinante M através do
programa PILEUP (GCG versdo 8.0, Wisconsin University, EUA). A seqliéncia nucleotidica do
gene codificador desta proteina do H. capsulatum depositada no GenBank como AF026268 foi
comparada com sequiéncias de catalases de outros organismos eucariotas utilizando os programas
FASTA Version 3, PDB Viewer Program, and PROCHECK. Os resultados obtidos por esses
estudos demonstraram regides de baixa homologia com catalases humanas. Estudos posteriores,
utilizando o algoritmo de Jameson-Wolf, que prediz o potencial antigénico de regides pela
combinacdo de metodos existentes para predicdo de estruturas (Jameson 1988) foram realizados e
combinados com a probabilidade de superficie calculada pelo algoritmo de Emini. Através dessa
analise, sete regides antigénicas foram determinadas, sendo um destes sitios localizados nos
primeiros 40 aminoacidos na por¢cdo N-terminal, os quais constituem um provavel peptideo sinal,
fato j& demonstrado anteriormente (101). Com isso, somente seis sitios hidrofilicos, com indices
antigénicos altos e posicionados na superficie da molécula sdo os possiveis epitopos B uma vez
poderiam ser mais facilmente reconhecidos pelos anticorpos homologos. Epitopos B sdo
freqlientemente formados por aminoécidos que se localizam em posigdes distantes um dos outros na
seqliéncia primaria da proteina, mas que sdo aproximados como sitios reativos na superficie da
molécula enovelada (Myers 2000). Este fato também foi verificado em nossos estudos uma vez que
as regides antigénicas se encontram em diferentes posicdes na molécula (ver Figura 8 para
detalhamento). Estes peptideos ja foram sintetizados, e atualmente estdo sendo utilizados no
desenvolvimento de novos métodos de diagndstico.

Outra estratégia também foi utilizada no mapeamento dos dominios da proteina M. Trés
fragmentos do gene codificador da proteina M foram gerados por PCR, clonados e expressos em
E.coli, e a seguir purificados. A fidelidade de cada fragmento foi confirmada por seqguénciamento
dos &cidos nucléicos. O fragmento 1 continha somente o peptideo 1 localizado na posi¢ao 25-30 aa,

o fragmento 2 continha somente o peptideo 2 (380 a 387 aa) e o fragmento 3 continha os 4 peptideos
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restantes. Esta estratégia foi desenvolvida pois tem sido descrito que de acordo com o tamanho e a
afinidade dos peptideos sintéticos, os mesmos ndo se acoplam a matrizes solidas (Machado 2004) e,
portanto, fragmentos maiores, apresentando a mesma especificidade que os peptideos individuais,
poderiam ser utilizados nos testes soroldgicos.

O antigeno M recombinante gerado por expressao e purificagdo em E. coli foi utilizado para
obtenc¢ao de um painel de anticorpos monoclonais. Tém-se demonstrado que a especificidade dos
teste imunoldgicos em relagdo a ligacdo ao antigeno é aumentada quando anticorpos monoclonais
sdo utilizados nos mesmos (Zola 1982). A especificidade é devido ao reconhecimento de somente
um Unico epitopo na molécula antigénica pelo anticorpo monoclonal, dependendo da avidez de
ligagdo e na maioria das vezes, da conformacdo antigénica, que permite uma maior ou menor
exposicdo do epitopo. Estes reagentes especificos possuem inGmeras aplicacdes como na
padronizacdo de novos ensaios imunoldgicos e na sua utilizacdo na imunoterapia de doencas
infecciosas (imunizagdo passiva). Os monoclonais desenvolvidos por nos apresentaram uma boa
reatividade contra o antigeno M recombinante, mas somente 3 foram selecionados para serem
utilizados no desenvolvimento de ensios imunoldgicos por apresentarem uma banda mais evidente
na rea¢do de imunoblot. Estes monoclonais, 8H2 e 6F12 (IgG2a) e 7C7 (IgM), quando avaliados
frente a outros antigenos fungicos, reagiram diferentemente, sugerindo o reconhecimento de
epitopos distintos. O anticorpo monoclonal 8H2 foi o tinico que ndo reagiu com antigenos de outras
espécies fungicas, apresentando uma especificidade de reconhecimento a epitopos especificos no
antigeno M recombinante e que ndo sdo compartilhados com os outros antigenos avaliados. O
antigeno M apresenta uma alta similaridade com as catalases de 4. fumigatus (Zancope-Oliveira e
cols. 1999) mas o mAb 8H2 nao foi capaz de reagir com os antigenos presentes no filtrado da
cultura deste fungo, sugerindo que este anticorpo monoclonal é espécie-especifico, reconhecendo
epitopos distintos presentes somente na CAT B (antigeno M) do H. capsulatum, e ausente nas
catalases dos fungos do género Aspergillus.

Quando preparagcdes antigénicas do H. capsulatum foram utilizadas, o anticorpo
monoclonais (§H2) ndo reconheceu o antigeno M quando testados frente aos antigenos HMIN e
CYA no imunoblot. Estes resultados poderiam ser explicados pela baixa concentragdo de antigeno
M nestas preparagdes antigénicas sendo esta metodologia incapaz de evidenciar tais moléculas.
Além disso, ndo podemos descartar o papel conformacional das proteinas frente a diferentes
matrizes soOlidas (Machado 2004). Estes resultados ndo nos impediram em pensar que Nnovas
estratégias deveriam ser desenvolvidas utilizando o antigeno M em testes de diagndstico, as quais

serdo discutidas posteriormente ainda neste topico de nossa dissertacao.
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Os polipeptideos gerados a partir da fragmentacéo do rM e denominados F1, F2 e F3 foram
mapeados com o painel de anticorpos monoclonais por imunoblot com o propdsito de avaliar 0s
determinantes antigénicos por eles reconhecidos e verificar se os epitopos B estavam segregados a
um unico ou a diferentes fragmentos da proteina M. Para tanto, somente foi avaliado o
reconhecimento de epitopos presentes na estrutura primaria da proteina, e ndo epitopos espaciais,
formados pelo enovelamento e formacgdo da estrutura secundéria da proteina uma vez que estes
polipeptideos foram desnaturados em procedimentos realizados anteriormente. O padrdo de
reatividade observado confirma que nenhum dos trés fragmentos gerados pode ser considerado
imunodominante em relacdo a outro fragmento, com relacdo a presenca de epitopos B. Entretanto, o
fragmento F3 apresenta um maior nimero de epitopos reatores contra o painel de anticorpos
monoclonais utilizado.

Os anticorpos monoclonais 8H2 e 6F12 previamente avaliados quanto sua especificidade
frente a outros antigenos, reconheceram o fragmento 2 (F2), enquanto o anticorpo 7C7 reconheceu o
fragmento 3 (F3). O anticorpo monoclonal (3A11) ndo reconheceu nenhum dos fragmentos. Isto
pode ser devido ao fato deste mAb reconhecer as regides entre os fragmentos 1 € 2 ou 2 e 3, uma
vez que sua integridade foi corrompida devido a fragmentacdo da proteina M.

A localizacdo do antigeno M na levedura do H. capsulatum ainda ndo tinha sido
completamente elucidada. Estudos anteriores realizados por nosso grupo evidenciou a presenca do
antigeno M na fase miceliana do fungo utilizando o mAb 8H2 (Albuquerque, P.C., Pizzini, C.V.,
Guimaraes, A.J., Peralta, J.M., Hamilton, A.J., Youngchim, S. and Zancopé-Oliveira, R.M. XXIlI
Congresso Brasileiro de Microbiologia, 2003) sugerindo que a presenca desta proteina na superficie
da fase infectante do H. capsulatum poderia estar atuando no mecanismo de conversdo de micélio
(M) para levedura (YY), bem como nos mecanismos de escape do fungo aos ataques inespecificos do
hospedeiro. A observacdo de reacdo fortemente positiva na fase leveduriforme deste fungo (Fig. 16)
confirma nossa hip6tese, e corrobora os dados demonstrados por Johnson e colaboradores (49) que o
gene CATB codificador do antigeno M € expresso nas duas fases evolutivas do H. capsulatum.

Estudos anteriores (Howard 1983) evidenciaram indiretamente que catalases do H.
capsulatum se localizavam em extratos livres de células (cell-free extracts) ou em células
permeabilizadas com acetona sugerindo que as mesma fossem proteinas secretadas. Nossos
resultados através da detec¢do do antigeno M pelo immunoblot utilizando o mAb 8H2 frente ao
extrato de parede celular/membrana confirmam que pelo menos a proteina M estd presente na
parede/membrana celular. Com isso, a atividade de catalase em diversas fracdes celulares foi

avaliada, sendo que a maior atividaden catalitica foi detectada exatamente nas células intactas. Estes
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resultados quando comparados com as células intactas mais sobrenadante, mostraram que somente
uma fraca atividade desta enzima pode ser detectada no sobrenadante. Estes dados sugerem que esta
enzima pode nao estar sendo secretada nas condigdes avaliadas e/ou estar sendo acumulada
realmente na parede celular. Em meio sélido, a atividade de catalase nao pode ser evidenciada ao
redor da colonia de H. capsulatum, novamente evidenciando que esta enzima ndo ¢é secretada
constitutivamente pela levedura, e sim que pode ser obtida em sobrenadantes durante a curva de
crescimento do H. capsulatum por ocorréncia de morte celular e liberagao desta proteina no meio de
cultura.

Paralelamente a produgdo de anticorpos monoclonais € mapeamento de epitopos na proteina
M, iniciou-se também o desenvolvimento e padroniza¢do de uma técnica de ELISA para detecgdo
de anticorpos usando histoplasmina purificada (pHMIN) e deglicosilada quimicamente com
metaperiodato de sodio (NalOg4) [ptHMIN] (Guimarées e cols. 2004), bem como uma ELISA de
captura para a detecg¢do de antigenos.

No ELISA para a deteccdo de anticorpos, embora a reatividade cruzada ndo tenha sido
abolida quando ptHMIN foi usada no teste, a mesma foi reduzida (pHMIN ELISA 93% de
especificidade versus ptHMIN ELISA 96% de especificidade) tendo sido determinada somente em
um pequeno nimero de soros de pacientes com paracoccidioidomicose (um soro em ptHMIN versus
trés soros em pHMIN), aspergilose (trés soros em ptHMIN versus quatro soros em pHMIN), e
coccidioidomicose (um soro em ptHMIN). As amostras de soro de pacientes infectados com
Sporothrix schenkii e Cryptococcus neoformans ndo apresentaram reatividade cruzada com nenhum
antigeno. Soros de individuos saudaveis ndo apresentaram nenhum reconhecimento pela ptHMIN, e
somente uma amostra foi reativa a pHMIN. Entretanto, a especificidade total entre os dois antigenos
néo foi completamente diferente (93% versus 96 %, respectivamente, para a pHMIN e ptHMIN).
Nos pacientes que apresentaram resultados falso-positivos, a possibilidade de histoplasmose
subclinica e concomitante ndo pode ser excluida, pois ja foi descrito que a histoplasmose pode co-
existir com outras doencgas granulomatosas pulmonares, incluindo tuberculose e outras micoses
(Wheat 2001). Outra possibilidade seria uma cicatriz soroldgica devida a uma exposicdo passada
destes pacientes ao H. capsulatum. Muitos casos de histoplasmose ndo sdo aparentes e tem evolucao
benigna (95%), onde os anticorpos anti-M podem permanecer elevados por varios anos apos a
recuperacao do paciente. Estas precipitinas residuais poderiam levar a um erro no diagndstico da
histoplasmose com doenca causada por outros agentes infecciosos (Wheat 2001) ou mesmo em

individuos sadios residentes em areas endémicas da histoplasmose.
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A sensibilidade foi também avaliada, utilizando ambos os antigenos, em 50 amostras de soro
de pacientes com histoplasmose confirmada. Quando a pHMIN foi utilizada, observamos uma
sensibilidade de 57%, enquanto que com o uso da ptHMIN, a sensibilidade aumentou para 92%,
sendo uma diferenca estatisticamente significante (p<0.001). Este aumento da sensibilidade pode ser
devido a uma exposicdo de determinantes antigénicos mais imunorreativos, uma vez que a porgao
carboidrato exposta na pHMIN foi retirada, e que poderia estar ocluindo os epitopos protéicos, o que
permitiria um melhor reconhecimento por parte dos anticorpos presente nos soros dos pacientes,
aumentando entdo o nivel de resposta no teste proposto. As amostras que apresentaram resultados
falso-negativos com o uso da ptHMIN foram avaliadas pela técnica do imunoblot. Os resultados
positivos, podem ser devido a mudanca conformacional da molécula (pela a desnaturacdo do
antigeno que levaria a uma alteracdo do reconhecimento dos diferentes determinantes antigénicos).
Esta metodologia pode ser facilmente adaptada para uso em laboratérios de diagnostico, e é
claramente um método sensivel e especifico para a deteccdo de anticorpos na histoplasmose
(Guimaraes 2005), podendo ser utilizado mesmo em situa¢bes onde as condi¢des laboratoriais ndo

sdo adequadas.

Para a deteccao de antigenos, a ELISA de captura padronizada apresentou uma sensibilidade
de 80%, detectando antigenos em 16 das 20 amostras analisadas. Com relacdo a especificidade,
reatividade cruzada foi vista somente quando “pool” de soros de pacientes com
paracoccidioidomicose foi utilizado, fornecendo uma especificidade total de 91%. Estudos
complementares utilizando uma maior amostragem de cada grupo e um maior nimero de sSoros
provenientes de individuos saudaveis sera utilizado para a validacdo deste teste como um método

mais preciso para a deteccao de antigenos.
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CONCLUSAO

v

A construcdo de um modelo estrutural hipotético da proteina M compativel com
modelos de catalases, com a localizacdo do sitio de assinatura e demonstracdo do
provavel sitio de insercdo do grupamento Heme, corrobora a natureza bioldgica do
antigeno M como catalase.

Foram demonstradas as principais regifes antigénicas da molécula através de sua
localizagéo espacial no modelo proposto.

O antigeno M é composto por sete regides antigénicas sendo um destes sitios um
provavel peptideo sinal, e seis provaveis epitopos B.

A fragmentacdo do antigeno M recombinante e expressdo dos polipeptideos F1, F2, F3
demonstrou que os epitopos B ndo estdo segregados a uma determinada regido da
molécula, apresentando reatividade com os monoclonais anti-rM nos trés fragmentos
gerados

O fragmento F3 apresenta um maior nimero de epitopos reatores contra o painel de
anticorpos monoclonais utilizados.

Os monoclonais gerados contra a proteina M recombinante apresentaram boa
especificidade frente a antigenos de outros géneros flngicos e, conseqlientemente
poderdo ser utilizados no desenvolvimento de métodos de diagndstico mais acurados,
bem como em ensaios de protegéo.

A localizacdo do antigeno M na superficie da fase infectante do H. capsulatum e na
fracdo membrana /parede celular sugere a participacdo desta molécula no dimorfismo do
fungo, bem como fator de viruléncia na relagéo fungo-hospedeiro.

A padronizacdo de um ELISA com aceitaveis parametros soroldgicos para deteccdo de
anticorpos proporcionara, ap6s uma validacdo multicéntrica, sua utilizacdo em rotinas

diagnosticas da histoplasmose.
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