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Ata da defesa de tese de doutorado em Biologia Parasitaria de Alexandre Bezerra Conde Figueiredo,
sob orientagao do Dr. Marcio Lourenco Rodrigues. Ao vigésimo dia do més de fevereiro de dois mil e
vinte, realizou-se as nove horas, na Sala 1 - Médulo de Expansao do Pavilhao Arthur Neiva [FIOCRUZ,
0 exame da tese de doutorado intitulada: “Desenvolvimento e caracterizagao de anticorpo
monoclonal anti-quitooligémeros como potencial ferramenta no tratamento de infeccoes
fangicas”, no programa de Pés-graduagao em Biologia Parasitaria do Instituto Oswaldo Cruz, como
parte dos requisitos para obtengao do titulo de Doutor em Ciéncias - area de concentragao: Imunologia
e Patogenia, na linha de pesquisa: Desenvolvimento de Métodos de Diagnéstico e Controle das
Doengas Infecciosas e Parasitarias. A banca examinadora foi constituida pelos Professores: Dr.
Lucimar Ferreira Kneipp - IOC/FIOCRUZ (Presidente), Dr?. Daniela Sales Alviano Moreno - UFRJ/RJ,
Dr?. Maria Helena Galdino Figueiredo de Carvalho - INIFFIOCRUZ e como suplentes: Dr. Rodrigo
Nunes Rodrigues da Silva- BIO-MANGUINHOS/FIOCRUZ e Dr. Leonardo Nimrichter — UFRJ/RJ. Apos
arguir o candidato e considerando que o0 mesmo demonstrou capacidade no trato do tema escolhido e
sistematizagdo da apresentacao dos dados, a banca examinadora pronunciou-se  pela
APrg UMLM( da defesa da tese de doutorado. De acordo com o regulamento do Curso de Pos-

Graduagdo em Biologia Parasitaria do Instituto Oswaldo Cruz, a outorga do titulo de Doutor em
Ciéncias esta condicionada 4 emissio de documento comprobatério de concluso do curso. Uma vez
encerrado o exame, o Coordenador do Programa, Dr. Rafael Maciel de Freitas, assinou a presente ata
tomando ciéncia da decisao dos membros da banca examinadora. Rio de Janeiro, 20 de fevereiro de
2020.
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Desenvolvimento e caracterizagéo de anticorpo monoclonal anti-
guitooligbmeros como potencial ferramenta no tratamento de infeccdes
fungicas

RESUMO

TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA PARASITARIA

Alexandre Bezerra Conde Figueiredo

A busca pelo diagndéstico rapido e o tratamento de infecgcfes fungicas invasivas
sdo de grande importancia, visto que mais de um milhdo de individuos morrem por
ano em decorréncia dessas infec¢des. Candida albicans, Aspergillus fumigatus,
Pneumocystis jirovecii e Cryptococcus neoformans sdo os patdgenos fungicos com
maior incidéncia e responsaveis por altas taxas de morbi-mortalidade. Um dos
principais componentes da parede celular € a quitina, um polimero formado por
unidades de N-acetilglucosamina com ligacdes B-1,4. A quitina € um componente
essencial para a rigidez e integridade da parede celular de fungos, um alvo
terapéutico e uma ferramenta diagndstica, pois ndo € sintetizada por humanos ou
animais. Nesse estudo, foram desenvolvidos anticorpos monoclonais (AcM) contra
oligbmero de quitina através da técnica de hibridomas. Ensaios funcionais
caracterizaram 0s AcMs como potenciais ferramentas para o diagnéstico e
tratamento de infeccdes fangicas invasivas. Testes de ELISA (do inglés Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay) demonstraram que os AcM possuem afinidade e
especificidade pela quitina e seus derivados, visto que ndo se ligaram a nenhum
outro tipo celular como: as linhagens de células pulmonares humanas e aos
microorganismos testados (G. lamblia, E. coli e S. Aureus). Andlises de
imunofluorescéncia demonstraram que os AcMs se ligam a parede fangica de C.
albicans. Ensaios in vitro revelaram que os AcMs aumentaram a capacidade
fungicida da Anfotericina B (AmB) e Fluconazol (FLC), farmacos usados na clinica
médica para o tratamento de infec¢des fungicas invasivas. Os AcMs HC6/DD11 e
AF1/CC5 foram capazes de interferir com dois dos maiores fatores de resisténcia a
antifungicos, a formagédo de biofiime e a produgdo do pigmento melanina. Em
modelo murino de infecgdo por C. neoformans, a administragdo conjunta do AcM
anti-quitooligbmeros HC6/DD11 e doses subinibitorias de AmB promoveram a
sobrevivéncia dos animais em torno de 100%. Os dados obtidos nesse estudo
corroboram a hipotese de que anticorpos desenvolvidos contra quitooligbmeros sao
potenciais ferramentas auxiliares para o diagnostico e o tratamento de infeccdes
causadas por C. neoformans.

viii



Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacdo Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Development and characterization of anti-chitooligomers monoclonal antibody
as a potential tool for fungal infection treatment

ABSTRACT

PHD THESIS IN PARASITE BIOLOGY

Alexandre Bezerra Conde Figueiredo

The search for a fast and accurate diagnosis of fungal infections is fundamental,
since over one million individuals die each year due to systemic mycoses. Candida
albicans, Aspergillus fumigatus, Pneumocystis jirovecii and Cryptococcus
neoformans are the most prevalent fungal pathogens and they are responsible for
high rates of morbi-mortality. One of the main components of the cell wall is chitin, a
polymer formed by N-acetylglucosamine units linked through B-1,4 bonds. Chitin is
essential for the cell wall rigidity and integrity, a promising target for therapy and
diagnosis, since it is not synthesized by humans or animals. In this study, monoclonal
antibodies (mAb) were developed against chitin oligomers using the hybridoma
technique. Functional assays characterized mAbs against chitin oligomers as
potential tools for diagnosis and treatment of fungal infections. ELISA assays have
shown that the mAbs have affinity and specificity with chitin oligomers and its
derivatives, since they did not bind to any other cell type such as protozoa, bacteria
and animal cells. Immunofluorescence analyzes have shown that the mAbs bind to
C. albicans. In vitro tests have shown that the mAbs increased the fungicidal capacity
of amphotericin B (AmB) and fluconazole, drugs regularly used for the treatment of
fungal infections. HC6/DD11 and AF1/CC5 mAbs were able to interfere with two of
the major antifungal resistance factors, the biofilm formation and melanin production.
In a murine model of C. neoformans infection, the combined administration of anti-
chitin mAb HC6/DD11 and subinhibitory doses of AmB promoted animal survival
around 100%. The data obtained in this work corroborate the hypothesis that chitin
antibodies developed against chitooligomers are an auxiliary tool for the diagnosis
and treatment of fungal infections caused by C. neoformans.
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1. INTRODUCAO

Fungos sdo organismos eucaridticos e saprofitos, que apresentam parede
celular constituida por quitina ao contrario de células de plantas, que sdo formadas
por celulose. A estimativa € que existem aproximadamente 5 milhdes de espécies
fungicas no planeta (K6 Hler et al. 2015). As células fungicas apresentam grande
diversidade morfoldgica, incluindo dois morfotipos principais: as leveduras, formas
unicelulares arredondadas, ovais ou esféricas, e os filamentos, que se apresentam
na forma de hifa e sdo multicelulares. Os fungos filamentosos apresentam como
morfologia bésica a hifa, que pode ser septada ou ndo septada. Vale ressaltar a
existéncia de fungos dimérficos, que podem viver tanto na forma de levedura quanto
na forma de hifa dependendo de variacbes ambientais que guiam a transicao entre
os estados morfoldgicos.

Os fungos de importancia médica podem ser classificados em diferentes filos.
Os filos Ascomicota e Basidiomicota abrigam varios patégenos de animais e plantas,
incluindo os patégenos humanos Cryptococcus neoformans, Cryptococcus gattii,
Candida sp., Aspergillus sp., Histoplasma capsulatum e Coccidioides immitis

(Heitman 2011), responséaveis por causar micoses profundas.

1.1. Infecgdes fungicas

As infeccdes fangicas invasivas (IFl), representam uma das principais causas
de morbi e mortalidade no mundo (Armstrong-James et al. 2014). De acordo com
dados apresentados pelo Fundo Global de A¢6es contra Infec¢Bes Fungicas (GAFFI,
da denominacédo em inglés Global Action Fund for Fungal Infections), mais de 300
milhdes de pessoas sofrem de alguma infeccdo fungica grave a cada ano no globo
(GAFFI). E estimado que, nesse grupo, mais de 1,6 milhdes de pessoas morrerio,
sendo essas estatisticas comparaveis as observadas para tuberculose e 3 vezes
maior que a malaria (Bongomin et al. 2017).

O aumento da incidéncia atual de IFI é em grande parte resultado de uma
escalada substancial nas ultimas décadas de condi¢des imunossupressoras, como a
infecgéo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e o uso de farmacos indutores
de imunossupresséo (Bongomin et al. 2017). Além disso, o uso de antineoplasicos e
antibiéticos de amplo espectro, e de interven¢cdes médicas invasivas (Brown et al.

2012), também contribui diretamente com o aumento das IFI.



As micoses sistémicas podem afetar qualquer 6érgdo do hospedeiro. A
classificacdo de doencas fungicas nessa categoria é dindmica e altamente variavel,
espécies anteriormente consideradas ndo patogénicas sdo agora reconhecidas
como patdégenos responsaveis por micoses invasivas (Vallabhaneni et al. 2016).
Essas infeccdbes s&o muito comuns em pacientes imunocomprometidos e
frequentemente estdo associadas a uma elevada taxa de mortalidade (Bongomin et
al. 2017). Os géneros mais frequentes envolvidos nas infec¢Bes fangicas invasivas
em pacientes HIV sdo Candida, Pneumocystis, Aspergillus (infec¢cdes fungicas
oportunistas), Histoplasma, Cryptococcus, Talaromyces marneffei infec¢des fungicas
de pele e mucosa caudadas pelas espécies Mucor, Rhizopus e Coccidioides.
Estimativas globais registram mais de 11 milhdes de infec¢es fingicas por ano, que
resultam em mais de 500 mil mortes (Denning 2015, Bongomin et al. 2017) (Tabela
1).

Os fungos patogénicos para os seres humanos existem em muitos habitats
naturais, mas as IFIs sdo geralmente observadas em climas tropicais e subtropicais
(Nucci & Marr 2005, Benedict et al. 2017). Especula-se que o0 aumento das
mudancas climaticas pode ter alterado a distribuicho das doencas e,
consequentemente, levado ao aparecimento de fungos patogénicos em novas areas
geograficas (Benedict et al. 2017). Por exemplo, o nordeste dos Estados Unidos
registrou 100 casos de doenca por C. gattii pertencente ao tipo molecular VGII,
normalmente encontrado na América do Sul (Harris et al. 2013). Entretanto, esse
surto foi registrado em uma regiao temperada dos EUA (Harris et al. 2011). Cabe
ressaltar que os fungos sdo armados com um arsenal de caracteristicas que
facilitam a adaptacdo e colonizacdo de novos nichos e, consequentemente, a
capacidade de sobreviver as condicdes fisiologicas do hospedeiro e de alternar entre
diferentes estados morfolégicos (Polvi et al. 2015). Dentre as adaptacdes mais
comuns em fungos patogénicos esta a capacidade de crescer a 37°C (Leach &
Cowen 2013), mudar de forma, escapar do sistema imune (ou células fagociticas)
(Moraes Nicola et al. 2011, Bain et al. 2012), melanizar e formar biofilme (Coelho et
al. 2014).

Segundo o Centro para Controle e Prevencdo de Doencas (CDC, EUA), os
fungos séo os agentes mais frequentemente associados a mortalidade por meningite
microbiana. Estima-se que cerca de um milhdo de casos de meningite causadas
pelo fungo C. neoformans ocorrem anualmente, resultando em mais de duzentas mil

mortes 3 meses apos a infec¢do (Rajasingham et al. 2017).



Tabela 1: Estimativas globais e mortes relacionadas de infec¢cdes por fungos

por ano.
Meningite ,
. o ~ 1 milhdo >50% ~100.000 - 600.000
Criptococica
Pneumonia 15% com o melhor
o >400.000 >200.000
Pneumocistica tratamento
Histoplasmose 15-30%, se diagnosticada
. ' >100.000 >80.000
disseminada e tratada
Aspergilose
pulmonar >185.000 15-40% em hospitais >100.000
cronica
Aspergilose o
_ _ >45.000 30% tratadas em hospitais >30.000
invasiva
Talaromicose >8.000 33% >2.000
Infeccao
fangica na >10 milhGes <1% <1.000
pele e mucosa
Total >11 milhdes >500.000

Adapatada de Bongomin et al. 2017

1.1.1. Cryptococcus sp e a Criptococose

O género Cryptococcus € caracterizado por células leveduriformes ovais ou
esféricas circundadas por uma capsula. Os membros do género sdo pertencentes ao
filo Basidiomicota (Lin 2009). C. neoformans e C. gattii, os principais membros
patogénicos, por décadas foram subdivididos em trés variedades e cinco sorotipos
baseados nos determinantes antigénicos do polissacarideo capsular: C. neoformans
var grubii (sorotipo A), C. neoformans var neoformans (sorotipo D), C. neoformans
(hibrido AD) e C. gattii (sorotipos B e C) (Kwon-Chung et al. 2017). H4 em curso uma

proposta de reclassificacdo de C. neoformans e C. gattii em sete espécies, com
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base em evidéncias moleculares (Hagen et al. 2015). Esta proposta nomeou 7
espécies excluindo hibridos diploides / aneupldides formados entre diferentes
clados, desta forma os principais clados monofiléticos para as duas espécies foram
designados como: VNI (AFLP1), VNIl (AFLP1A/IB), VNIII (AFLP3) e VNIV (AFLP2)
para C. neoformans e VGI (AFLP4), VGII (AFLP6), VGIII (AFLP5) e VGIV (AFLP6)
para C. gattii (Kwon-Chung et al. 2017).

C. neoformans é um fungo saprofito, cosmopolita, globalmente distribuido e
encontrado em excrementos de passaros (comumente pombos), no solo e em
arvores. Trata-se do causador da criptococose predominantemente em individuos
imunossuprimidos. C. gattii é encontrado em troncos de arvores de regifes tropicais
e subtropicais causando a infecgéo, principalmente, em imunocompetentes (Kwon-
Chung et al. 2014).

O balanco entre sistema imune do hospedeiro e a viruléncia do fungo esta
diretamente relacionado com o desenvolvimento ou ndo da doencga. Cabe destacar,
que o estabelecimento da infec¢do se da pela exposicdo do homem aos ambientes
contaminados pelo fungo, visto que ha similaridade entre os isolados clinicos e
ambientais em individuos acometidos pela criptococose (Chayakulkeeree 2006).

A criptococose humana ocorre primariamente por inalacdo de leveduras
dessecadas, ou possivelmente basidiésporos, que sao depositadas no espaco
alveolar, como mostra a Figura 1. A viruléncia da cepa infecciosa, o tamanho do
in6culo e o estado imunolégico do individuo sdo fatores preponderantes para o
progresso da doenca (Colombo & Rodrigues 2015).

A infeccdo pode ser assintomatica ou assumir uma forma latente,
dependendo do sistema imune do hospedeiro. Em contraste, em individuos
imunocomprometidos, as células criptocécicas proliferam e se disseminam para
diversos 6rgaos, com predilecdo pelo cérebro. Nessas condi¢bes, sdo comuns 0S
quadros de meningoencefalite (Lin & Heitman 2006).

Cabe ressaltar que a interacdo entre C. neoformans e predadores ambientais
€ vista como um fator importante para a evolucdo do fungo como um patégeno
intracelular facultativo bem-sucedido. C. neoformans pode sobreviver em amebas e
pode utilizar a mesma estratégia patogénica em macrofagos humanos, que em
varios aspectos fornecem um ambiente similar. Desta forma, foi proposto que tal
predacdo no nicho ambiental tenha selecionado as caracteristicas de viruléncia
criptococica que contribuem para a patogénese em hospedeiros humanos
(Casadevall & Pirofski 2007a).
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Figura 1 Ciclo de Infeccdo de Cryptococcus spp. O fungo pode sobreviver em
solos e arvores, além de infectar diversos animais, dentre eles os pombos que séo
veiculos de dispersdo das células fungicas. Em humanos, através da inalacdo de
esporos ou leveduras dessecadas presentes no ambiente, é estabelecida uma
infeccdo pulmonar, que pode evoluir para meningite criptocécica (Modificado de Lin
& Heitman 2006).

As células fagociticas sao a primeira linha de defesa do organismo contra
fungos patogénicos. As interaces entre Cryptococcus e fagécitos podem resultar no
controle da infec¢céo, dependendo de varios fatores estimulatérios como estimulacdo
de Thl e Th17, producéo de interferon gamma (INFy) e 1l-17 e maturacdo de células
B (Templeton et al. 2018). Entretanto, fagocitos podem promover um maior risco
para infeccao fungica disseminada, uma vez que podem carrear fungos vivos entre
tecidos distintos. O estado imunolégico do individuo estd diretamente ligado ao
destino dessa interagdo. Individuos imunocompetentes em geral bloqueiam a
disseminacdo fangica através de mecanismos celulares locais. Pacientes
imunocomprometidos produzem uma resposta inflamatéria favoravel a replicacdo do
patdogeno, com consequente disseminacdo (Dutra et al. 2018, Templeton et al.
2018).

A progressao da doenca é diretamente relacionada aos perfis Thl e Th2 e
consequente polarizagdo de macréfagos M1/M2. (Olszewski et al. 2015). Células do
tipo Thl produzem grandes quantidades de TNF-a e INFy, que induzem a ativagéo

de macroéfagos do tipo M1 e consequente eliminacdo do Cryptococcus (Campuzano



& Wormley 2018). Células do tipo Th2 produzem citocinas envolvidas em reacdes
inflamatodrias induzindo a proliferacdo de macréfagos do tipo M2, que néo
apresentam atividade antifungica e permitem a proliferacdo do fungo (Dutra et al.
2018).

Ademais, existem diversas moléculas produzidas por Cryptococcus que
estimulam a resposta de macréfagos do tipo M2 (Olszewski et al. 2014, Leopold
Wager et al. 2016). Dentre essas, destacam-se arginase, urease e lacase (Dutra et
al. 2018). Esses macrofagos representam papel central na disseminacdo da
criptococose, ja que o Cryptococcus pode usar essas células como nicho de
replicacdo e sair dos macrofagos através de exocitose néo litica, dentre outros
mecanismos (Moraes Nicola et al. 2011). Devido a essa caracteristica, foi proposta
uma hipbétese de que os macrofagos poderiam atuar como “Cavalos de Troia”,
levando células internalizadas de C. neoformans a atravessar a barreira
hematoencefélica e atingir o sistema nervoso central (SNC) (Liu et al. 2012).

A predilecdo do C. neoformans pelo SNC é correlacionada a diversos fatores.
O SNC pode representar para o fungo um abrigo mais seguro, visto que a o cérebro
consiste de ambiente imunologicamente privilegiado. Além disso, a disponibilidade
de L-3,4 dihidroxifenilalanina (L-DOPA), um substrato difendlico utilizado pelo fungo
para sintese de melanina, pode facilitar sua permanéncia no SNC. De fato, a
melanizacdo de C. neoformans e C. gatti pode modular o sistema imune,
protegendo os fungos da fagocitose e do estresse oxidativo, como também diminuir
a acdo de antifingicos (Colombo & Rodrigues 2015).

Desta forma, compreender a interagdo do hospedeiro com Cryptococcus, bem
como a modulacdo do sistema imune, € de grande importancia para o desenho de
ferramentas que possam ser utilizadas no diagnostico e tratamento das doencas

fungicas.

1.1.2. Diagn6stico de IFI

O diagndstico clinico de IFIs é dificil devido a falta de sinais e sintomas
especificos no inicio da doenca. Testes laboratoriais sdo, portanto, fundamentais
para um desfecho que resulte na reducéo de morbi-mortalidade.

As caracteristicas ideais para o0 desenvolvimento de plataformas de
diagnostico incluem deteccdo precoce do patdégeno, boa sensibilidade, capacidade

de obter discriminacdo em nivel de espécie, deteccdo de uma ampla gama de



patdgenos (capacidade multipla), confiabilidade e precisdo quantitativa (capacidade
de distinguir entre doencga e colonizagao).

A identificacdo de patdgenos fungicos tem como base a visualizacéo direta do
organismo por microscopia optica, histopatologia de tecidos infectados e o cultivo do
fungo (Kozel & Wickes 2014, Giacomazzi et al. 2016). Apesar da cultura fangica
cldssica e técnicas de sorologia tradicionais serem relevantes e necessérias, €
importante também a identificacdo de fungos por técnicas imunoldgicas e
moleculares (anticorpos e antigenos, reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e
sequenciamento) que possibilitem com rapidez e eficacia o diagndstico.

Uma das maiores limitagdes do uso do cultivo fangico no diagnostico de IFI
esta ligada ao tempo de obtencdo de resultados, visto que varios patégenos, em
especial os fungos filamentosos, tém crescimento lento. Dependendo das
caracteristicas do inéculo e do crescimento fungico, a cultura requer pelo menos 2 a
3 dias de incubacdo e, para algumas espécies, semanas. Culturas positivas de
fontes ndo estéreis, incluindo espécimes de lavado bronco alveolar (BAL), também
requerem interpretacdo cautelosa para diferenciar entre colonizagdo fungica e
isolamento do verdadeiro agente invasivo. Finalmente, as hemoculturas fungicas,
embora nao invasivas e altamente especificas, requerem incubacédo prolongada e
podem ser igualmente insensiveis, apresentando resultados confiaveis somente em
torno de 50% de infec¢Oes por Candida spp. e 10% por Aspergillus spp. (Theel &
Doern 2013).

No caso de meningites fangicas o problema pode ser ainda mais grave, pois
um diagnoéstico impreciso ou tardio pode decretar a morte do paciente. Cabe
ressaltar que em alguns casos se faz necessaria a biopsia para estabelecer um
diagnéstico preciso, ja que as culturas de liquido céfalo raquidiano sao
frequentemente nao diagnosticadas, especialmente em casos com abscesso
cerebral fungico (Schwartz et al. 2018). Na criptococose, esses problemas podem
ser facilmente contornados com o uso do teste CrAg (do inglés Serum Cryptococcal
Antigen), que detecta antigeno fungico no soro do paciente. Esse teste consiste em
um meétodo eficiente e de baixo custo utilizado em pacientes infectados com HIV
com contagens de linfécitos T CD4 <100/uL, em regibes com restricbes socio-
econbmicas (Meya et al. 2010).

A bidpsia, geralmente, ndo é uma opcao viavel para pacientes gravemente
doentes e com suspeita de IFIs como a aspergilose, visto que apresentam uma
maior probabilidade de exibirem hemorragia devido a trombocitopenia (Schwartz et

al. 2018). Esse teste apresenta sensibilidade e especificidade limitadas e requer
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profissionais bem treinados para identificagdo do microrganismo(Barnes & Marr
2006). Apesar disso, a observacdo microscopica ainda se mantém como padréo
ouro de diagnéstico presuntivo para muitas IFIs (Ramanan et al. 2017).

A identificacdo de antigenos fungicos em amostras de pacientes evoluiu,
substancialmente, na area de diagnostico de IFIs. Essas moléculas, em grande
parte, incluem componentes da parede celular (Figura 2). A deteccdo dessas
estruturas pode sugerir ocorréncia de IFIs e, frequentemente, sdo detectaveis antes
qgue sinais clinicos ou sintomas da doenca estejam presentes (Powers-Fletcher &
Hanson 2016). Dentre esses biomarcadores destacam-se (1, 3)-B-D-glucana (BDG),
galactomanana de Aspergillus (GM), glucuronoxilomanana de Cryptococcus (GXM) e

antigeno histoplasminico.
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Figura 2: Representacao esquematica de estruturas da parede celular dos
fungos (Modificado de Erwig & Gow 2016).

Conforme mencionado acima, a deteccdo de antigenos permite identificar de
forma precoce as IFls, além de direcionar estratégias terapéuticas e avaliar o
prognostico da doenca em resposta a terapia (Jaijakul et al. 2012, Theel & Doern
2013, Lamoth 2016). BDG é um biomarcador para a maioria dos fungos, no entanto
alguns ndo apresentam este polissacarideo, ou possuem baixas quantidades como,
por exemplo: os Zigomicetos da ordem mucorales, Blastomyces dermatitidis, e
alguns Basidiomycota (e.g., Cryptococcus spp e Malassezia spp.) (Lamoth 2016).

Embora a BDG possuir especificidade limitada para determinados patégenos
fungicos e variar de acordo com o organismo, ha vantagens claras quando

comparadas com outras técnicas (Jaijakul et al. 2012). No caso da candidiase
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invasiva, ha aumento da sensibilidade em aproximadamente 70% em comparacao
com a hemocultura (Nguyen et al. 2012). Em caso de pneumonia por Pneumocystis
sdo observadas maior sensibilidade (96%) e especificidade (84%) para BDG no
soro, quando comparadas a mesma analise em candidiase e argergilose, as quais
nao ultrapassam 80% (Onishi et al. 2011). Cabe destacar, que esses kits para
diagnostico ja estdo disponiveis no mercado e usados por exemplo para avaliar
casos de pneumonia por Pneumocystis (Empresa Era Biology - Goldstream Fungus
(1-3)-B-D-Glucan Test (GCT-110T — Empresa MiraVista Diagnostics — Beta-D
Glucan Assay)

Resultados falso-positivos em pacientes com bacteremia Gram positiva e
negativa (37%) e aqueles que utilizaram antibiéticos B-lactamicos (33%) mostrou
gue esse teste diagnostico pode ser limitado, apesar de ser util quando em
combinacdo com outros métodos diagndsticos complementares (Sulahian et al.
2014).

O biomarcador GM é um polissacarideo caracteristico de Aspergillus spp
liberado durante o crescimento, sendo detectado por testes comercialmente
disponiveis na circulacdo sanguinea, no soro, urina e BAL durante o crescimento do
fungo no tecido (Azab et al. 2015). Por ser liberado pelo fungo constitutivamente, a
GM pode ser um marcador de prognéstico e evolucdo da doenca e/ou resposta ao
tratamento. Diversos métodos imunoenzimaticos sdo utilizados para identificacdo de
GM, porém o mais promissor € o ELISA sanduiche, por ser o mais sensivel, capaz
de detectar baixas concentra¢gfes deste polissacarideo em amostras clinicas (Singh
& Paterson 2005).

O teste de GM apresenta um resultado melhor de acordo com a populacédo de
pacientes, por exemplo, em pacientes transplantados ou com doencas
hematoldgicas, a especificidade é em torno de 90%, quando detectado no liquido
bronco-alveolar (Fisher et al. 2014, Powers-Fletcher & Hanson 2016). Em pacientes
pediatricos, o teste pode produzir falso- positivos em torno de 80% dos casos, fato
associado ao aleitamento materno, bacteremia ou uso de antibidticos (Powers-
Fletcher & Hanson 2016). Além disso, a GM apresenta reacdes cruzadas com
antigenos de varios fungos, ja que o polissacarideo manana € encontrado na parede
de diversos fungos.

Nas ultimas décadas, ensaios de PCR emergiram como abordagens
experimentais promissoras para detectar patdgenos fungicos. O uso de PCR pode
ser de grande valia na pratica clinica, visto que pode orientar a terapia preventiva

(Azab et al. 2015, Powers-Fletcher & Hanson 2016, Rampini et al. 2016).
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Em fungos, a amplificacdo génica por PCR comumente envolve regides 18S,
5.8S e 28S, que codificam para RNA ribossémico (rRNA) e areas variaveis da
sequéncia de DNA de regides intervenientes internas de espacadores transcritos,
denominadas ITS1 e ITS2 (Zeller et al. 2017).

Além de PCR, uma variedade de métodos moleculares incluindo
sequenciamento de DNA, microarranjos e espectrometria de massa por ionizagao e
dessorcéo a laser assistida por matriz (MALDI) vém sendo usadas para desenvolver
ensaios de deteccdo molecular de ampla faixa (Powers-Fletcher & Hanson 2016).
Entretanto, a abordagem mais comum para a deteccdo molecular € a PCR, seguida
do sequenciamento de Sanger e a PCR em tempo real, visto que pode ser
particularmente util, quando a cultura fungica é negativa, ou ndo é solicitada no
momento em que a bidpsia tecidual foi realizada (Buitrago et al. 2013).

No entanto, existem desafios associados a esses métodos, incluindo o risco
de resultados falso-positivos, devido a contaminacdo ou reatividade cruzada, bem
como falso-negativos, devido a baixa sensibilidade do ensaio. Como regra geral,
nenhum teste de diagnéstico laboratorial deve ser usado como um teste
independente para o diagnostico de IFI. Para o diagndstico fungico além dos testes
laboratoriais vérios fatores devem ser considerados, como por exemplo, dados
epidemiologicos, exames de imagem, histéria clinica e exame fisico do paciente
visando otimizar a identificacdo do patdgeno e minimizar as condicbes de risco
(Powers-Fletcher & Hanson 2016).

1.1.3. Tratamento de IFI

Nos ultimos 30 anos, as doencas causadas por fungos aumentaram
dramaticamente (Roemer & Krysan 2014). Por outro lado, a maioria das opc¢des
terapéuticas disponiveis € inacessivel, tdxica ou ineficientes, o que torna
inquestionavel a importancia da busca por novos antifungicos (Rodrigues et al.
2018).

Atualmente, existem quatro classes principais de farmacos antifungicos que
incluem: os azdis, os polienos, analogos de pirimidinas e as equinocandinas (Figura
3). Varias outras classes, como, morfolinas e alilaminas, sdo usadas apenas como
agentes tdpicos devido a baixa eficacia ou efeitos adversos graves, quando

administradas sistemicamente.
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Figura 3: Exemplos de mecanismos de acdo dos principais antifingicos.

Fluoropirimidinas agem na sintese de &cidos nucléicos, enquanto os azéis e
polienos, tém como sitio de acdo o ergosterol da membrana plasméatica. As
equinocandinas agem na sintese de B-glucana sintase (modificado de York et al
2015).

Os azlis sdo os antifungicos mais utilizados na prética clinica. Esses
farmacos apresentam como alvo a via biosintética do ergosterol, atuando
principalmente através da inibicdo de uma enzima chave, a lanosterol 14 a
demetilase, codificada pelo gene ERG11 (Pelleschi Taborda et al. 2017).

O Fluconazol (FLC) e o itraconazol, azéis administrados na clinica, desde a
década de 90, vém sendo usados no tratamento de diversas IFl, devido ao seu alto
poder de absorcdo e uma baixa toxicidade quando comparada aos polienos
(Vandeputte et al. 2012). Entretanto, esses antifungicos apresentam interagcdes com
outros farmacos utilizados na quimioterapia ou no tratamento da AIDS (Edith
Albengres, Hervé Le Louét & Tillement 1998, Vandeputte et al. 2012). Além disso,
itraconazol e fluconazol sdo ineficazes contra alguns patégenos emergentes do
género Scedosporium, Fusarium e Mucorales (Denning et al. 1997). E, ainda,
crescente a percepcao de que o fendmeno de resisténcia fungica aos azois esta em
expansao (Vandeputte et al. 2012). Outros farmacos dessa classe estdo em
desenvolvimento, como os triazéis de nova geragdo e alguns ja aprovados pelo
Food and Drug Administration (FDA) (Pelleschi Taborda et al. 2017).

A classe dos polienos compreende mais de 200 moléculas, a maioria delas
sendo produzidos pela bactéria Streptomyces, contudo, apenas trés possuem

aplicacéo clinica, a saber: anfotericina B (AmB), nistatina e natamicina (Vandeputte
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et al. 2012). Esses compostos se complexam com o ergosterol na membrana
plasmatica (Pelleschi Taborda et al. 2017), pois apresentam carater anfifilica que
permite a insercdo na bicamada lipidica, seguida da formacdo de poros e
desintegracdo da permeabilidade da membrana. Tal acdo promove a
desestabilizacdo da membrana plasmatica com consequente vazamento de
componentes intracelulares, resultando em lise celular (Lemke F Kiderlen O Kayser
Amphotericin B 2005). Os polienos se ligam com menor afinidade ao colesterol,
analogo do ergosterol em células humanas. A ligacdo ao colesterol explica sua alta
toxicidade e consequentes efeitos colaterais (Spitzer et al. 2017). Nesse sentido, a
AmB é amplamente usada em infec¢des sistémicas, ao contrario de nistatina e
natamicina que, extremamente toxicas, sdo usadas apenas topicamente em
infeccbes do trato vaginal e cutaneo (Zotchev 2012).

A AmB tem ma absorcdo através do trato gastrointestinal, acarretando a
necessidade de administragcdo por via intravenosa associada a efeitos adversos
severos, principalmente, nos rins e no figado (Alvarez et al. 2017). Além disso,
efeitos colaterais como nausea, vomitos e febre sdo comuns, mas o efeito mais
grave é a nefrotoxicidade (Steimbach et al. 2017). Formulacbes de AmB, como 0s
complexos lipossdmicos de AmB, minimizaram esses efeitos colaterais, porém
elevaram o custo do farmaco (Hamill 2013, Borba et al. 2018).

As fluoropirimidinas inibem a sintese de acidos nucléicos e sao utilizados em
geral em associacdo com outros antifungicos visando minimizar casos de resisténcia
(Mukherjee et al. 2005, Thorn et al. 2011). O padréo ouro atual para o tratamento da
meningoencefalite por Cryptococcus € a combinacdo da AmB com a 5-flucitosina (5-
FC). A associacdo desses farmacos minimiza a nefrotoxicidade da AmB e permite a
sua administracdo em doses mais baixas e por um menor periodo de tempo, além
de reduzir o desenvolvimento de resisténcia a 5-FC (Alvarez et al. 2017). Cabe
ressaltar que que a 5-FC ndo esta disponivel no Brasil, o que limita 0 acesso de
pacientes brasileiros a este tratamento.

As equinocandinas sao inibidores ndo competitivos da B (1,3) - glucana
sintase, uma enzima que catalisa a polimerizacao da uridina difosfato-glicose em 3
(1-3) glucana, um dos componentes estruturais responsaveis pela manutencdo da
integridade da parede celular dos fungos (Fesel & Zuccaro 2016). A inibigao da 8 (1-
3) - glucana sintase leva a desestabilizacdo da parede celular e, ao extravasamento
de componentes intracelulares, resultando em lise celular (Kurtz & Douglas 1997,
Odds et al. 2003). Porém, varios patdégenos fungicos sao parcialmente ou totalmente

resistentes a acdo das equinocandinas, incluindo C. neoformans e C. gattii ou
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espécies pertencentes aos géneros Trichophyton e Fusarium, além de
Scedosporium apiospermum, Scedosporium prolificans e Cladophialophora bantiana
(Vandeputte et al. 2012). No entanto, as equinocandinas constituem uma boa
alternativa para combater as demais infec¢des fungicas. A maioria dos tratamentos
com falha na terapia classica com azo6licos ou polienos se utiliza, com sucesso, das
equinocandinas.

Na busca de alternativas que diminuam os efeitos adversos dos tratamentos
antifungicos, o uso de anticorpos monoclonais em modelos de infec¢des fangicas &
considerado altamente promissor, visto que pode se ligar com alta especificidade a
antigenos expressos em fungos nos fluidos corporais do paciente, sendo ainda

ferramentas-chave no campo do diagnéstico clinico.

1.2. Anticorpos Monoclonais

Anticorpos ou imunoglobulinas (Ig) sé@o glicoproteinas secretadas por células
B que apresentam a capacidade de identificar e/ou neutralizar organismos, ou
antigenos estranhos ao sistema imune do hospedeiro (Abbas et al. 2015). As Igs séo
formadas por duas cadeias proteicas pesadas e duas cadeias leves, as quais
possuem regides variaveis, que participam do reconhecimento de antigenos e, as
regibes constantes, que exercem a funcao efetora da molécula (Abbas et al. 2015).

A diversidade dos anticorpos se da pela variabilidade nas sequéncias de
aminoacidos da regido variavel das cadeias leve e pesada. As regides
determinantes de complementaridade (CDR) consistem de sequéncias
hipervariaveis que entram em contato direto com o antigeno a ser reconhecido
(Abbas et al. 2015).

Os anticorpos podem ser divididos em classes e subclasses distintas, os
denominados isotipos (Abbas et al. 2015). As classes de Igs séo IgM, 1gG, IgA, IgD e
IgE, com subdivisdo em humanos dos isotipos IgA e IgG em IgAl, IgA2, IgG1, IgG2,
IgG3 e 1gG4, cada um exercendo fungdes efetoras diferentes (Abbas et al. 2015).

Os anticorpos monoclonais (AcM) foram desenvolvidos pela primeira vez em
1975 por Georges Kohler e César Milstein através da producdo de célula hibrida,
denominada hibridoma, resultante da fusdo de duas células diferentes (Kohler &

Milstein 2005). O hibridoma decorre da fusdo de um linfécito B (previamente
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imunizado com o antigeno de interesse) com células de mieloma, gerando uma

célula imortal e produtora de AcM (Figura 4).

&
Antigeno

Y Linhagem de Mieloma

Esplendcitos produtor do Fum
anticorpo de interesse

o }q: )q o Células fundidas e nao fundidas

Selecdo em meio especuf co

’d * Somente células fundidas

3 % @ (hibridomas) crescem
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Figura 4. Desenvolvimento de AcM através da técnica de hibridoma. Linfécitos
B fusionados com células de mieloma murino geram hibridomas, que sao células
imortais produtoras de anticorpos, que, posteriormente, sao selecionados por
técnicas de imunoensaio, para eleger o melhor clone produtor do AcM em estudo.
Figura adaptada de Abbas et al 2015.

Os AcMs apresentam diversas aplicagcbes nos campos de diagnéstico e
terapia, podendo ser usados ndo apenas para doencgas infecciosas causadas por
fungos, bactérias, virus e protozoarios, mas também para doengas autoimunes e
tumores, considerando suas altas sensibilidade e especificidade (Dos Santos et al.
2018). Nos ultimos 30 anos, cerca de 80 AcMs foram aprovados pelo FDA para
tratamento de diversas doencas, incluindo cancer, doencgas inflamatorias cronicas,

doencas neurodegenerativas e doencgas infecciosas (Kaplon & Reichert 2019).
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O imunodiagnostico de doengas infecciosas melhorou significativamente
ap0s o advento da tecnologia de hibridomas, ja que os AcMs superam as
limitacbes dos anticorpos policlonais e permitem a identificacdo de apenas um
antigeno gerando resultados reprodutiveis e consistentes (Casadevall & Pirofski
2012a)

A utilizagdo de AcM contra fungos patogénicos vem sendo cada vez mais
frequente. Anticorpos com potencial terapéutico foram desenvolvidos contra
antigenos como histona 2B de H. capsulatum (Nosanchuk et al. 2003), B-glucanas
de C. albicans e A. fumigatus (Guerriero et al. 2019), glicosilceramida de C.
neoformans (Rodrigues et al. 2007), melanina de C. neoformans e H. capsulatum
(Ngel et al. 2001, Guimaraes et al. 2011), e proteinas de choque térmico de H.
capsulatum (Guimardes et al. 2009a). Anticorpos com uso diagnéstico incluem
aqueles reativos contra os antigenos M e H de H. capsulatum e contra o antigeno
de Cryptoccocus (CrAg) (Kauffman 2007, Huang et al. 2015).

A administracdo de AcM no tratamento de IFl depende de diversos fatores,
qgue incluem, necessariamente, o isotipo do AcM, seu titulo, apresentacdo via
complexo principal de histocompatibilidade (MHC) e, especialmente, a ativacdo de
células imunes (Rivera et al. 2005).

Os AcMs podem mediar trés efeitos diferentes sobre os fungos: protetor,
inibindo o crescimento celular; neutralizador de viruléncia, inibindo a liberacdo de
proteinas ou polissacarideos fangicos e imunomodulador, que no caso de C.
neoformans atua como um amplificador da infeccdo fungica, uma vez que dentro
de fagocitos o fungo pode disseminar e alcancar outros 6rgdos (Casadevall &
Pirofski 2012a). Esses efeitos estao ilustrados na Figura 5.

Os AcMs podem agir de forma indireta na protecédo contra IFl, através de
promocdo de fagocitose, ativacdo do sistema complemento, regulacdo de
citotoxicidade, e maturacéo do fagossomo (Posch et al. 2017). Podem ainda afetar
de forma direta a formacao de biofilme (Martinez & Casadevall 2005a), liberagéo de
polissacarideos (Martinez et al. 2004), dimorfismo (Moragues et al. 2003),
expressdo génica (Casadevall & Pirofski 2012b) e transducao de sinal (Posch et al.
2017).
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Figura 5: Os mecanismos propostos de acdo do anticorpo contra fungos. A)
inibicdo direta do crescimento, B) neutralizacdo dos efeitos indesejaveis dos
produtos fangicos nos tecidos do hospedeiro e C) imunomodulacdo e potenciacédo

dos mecanismos imunes inatos, que no caso de C. neoformans ndo sdo protetores.

Estudos imunoterapéuticos caracterizaram AcMs protetores contra diversos
alvos e diferentes espécies fungicas como: [(-1,3 glucana - A. fumigatus
(Torosantucci et al. 2009), proteina da parede celular de sequiéncia semelhante a
aglutinina (Als3, do inglés agglutinin-like sequence) - C. albicans (Brena et al. 2007),
proteina de choque térmico (Hsp 60, do inglés, heat-shock protein) - H. capsulatum
(Guimarées et al. 2009b), GXM - C. neoformans (Beenhouwer et al. 2007),
glicoproteina de 43kDa (gp43) - P. brasiliensis (Buissa-Filho et al. 2008) e o antigeno
de 55 kDa (p55) - Pneumocystis spp (Smulian et al. 2000). Esses estudos
demonstraram que alguns antigenos fungicos induzem a protecdo mediada por
anticorpos durante infec¢des fungicas.

Alguns desses antigenos por serem conservados sdo alvos de AcMs para
diferentes fungos. Diante desse cenario, a quitina, um polimero de N-
acetilglucosamina, um dos principais constituintes da parede celular flngica,

também € um potencial alvo para os AcMs como uma nova estratégia terapéutica.
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2. JUSTIFICATIVA

Nas ultimas trés décadas, os fungos tem sido um dos principais agentes
causadores de doencas, principalmente, em individuos imunocomprometidos,
constituindo um sério e subestimado problema de salde publica (Rajasingham et al.
2017). Aliado a isso, o fendbmeno da resisténcia a drogas € responsavel por um
aumento significativo na morbi e mortalidade de individuos infectados ao redor do
mundo.

Existe uma demanda médica crescente e urgente para o desenvolvimento de
novos farmacos antifingicos que sejam eficazes, seguros, de amplo espectro e que
apresentem baixa toxicidade ao hospedeiro. Porém, as principais linhas de pesquisa
visam novas classes de substancias farmacéuticas que atuem diretamente no
microrganismo ou que apresentem resultados sinérgicos com o0s farmacos
antifingicos comumente utilizados na rotina.

Este projeto visou produzir e analisar o uso de AcM contra oligdmeros de
quitina para diagndéstico de infec¢des fungicas, bem como seu potencial terapéutico.
O possivel sinergismo terapéutico dos AcM com AmB em modelos experimentais de
criptococose foi avaliado, uma vez que dados prévios do grupo demonstraram em
modelo murino de infeccdo por C. neoformans que o bloqueio de quitooligdmeros foi
capaz de promover um aumento na sobrevida de camundongos letalmente

infectados (Fonseca et al. 2013).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

- Desenvolver e caracterizar AcM contra quitooligbmeros fungicos

3.2. Objetivos Especificos

- Desenvolver anticorpo monoclonal murino contra quitooligdmeros utilizando a
tecnologia de hibridoma;

- Caracterizar o AcM quanto ao isotipo, a sequéncia das regifes variaveis da
cadeia leve e pesada e a constante de afinidade de ligacdo ao antigeno;

- Validar a atividade direta (in vitro) dos AcMs anti -quitooligbmero;

- Avaliar in vitro a agdo dos AcMs no crescimento, na formag&o de biofilme e
melanizacgao;

- Avaliar a atividade terapéutica in vivo dos AcMs em combinacdo com a AmB

em modelo murino de infec¢ao por Cryptococcus neoformans.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Desenho experimental

O desenho experimental proposto para essa tese esta sumarizado na figura 6.

Imunizacao

ELISA

Fusao

ELISA

Caracterizagao

Purificacao

Ressonancia Plasmonica (SPR) }——| Identificacdo CDR

‘ Ensaios Funcionais |

IF ELISA Dot Blot Biofilme Melanizagdo || CIM

| Imunizacdo Passiva |

|  Humanizacdo |

Figura 6: Organograma de experimentacdo para desenvolvimento,

caracterizacao e validacao biolégica dos AcMs anti-quitooligbmero.

4.2. Tipos celulares e condi¢cdes de crescimento

As espécies de fungos utilizadas foram C. neoformans (sorotipo A, isolado
clinico H99 (American Type Culture Collection - ATCC 208821), C. gatti (sorotipo B,
cepa R265 ATCC MYA-4093), C. albicans (ATCC 90028), C. neoformans acapsular
(mutante Cap67 ATCC 52817), Giardia lamblia (ATCC 30957), célula de linhagem
pulmonar humana A549 (ATCC CCL-185), Escherichia coli (ATCC 9637) e
Staphylococcus aureus (ATCC 25923). Os microrganismos foram mantidos em agar

Sabouraud. Para os ensaios in vitro e in vivo, as células foram cultivadas em meio
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minimo (glicose 15 mM, MgSO4 10 mM, KH2PO4 29,4 mM, glicina 13 mM, tiamina-
HCI 3 uM, pH 5,5) e mantidas sob agitacdo por 2 dias a 30°C. As células foram
obtidas por centrifugacéo, lavadas em PBS e contadas em camara de Neubauer.

Para a formacdo de células hibridas foi utilizada a linhagem de mieloma
SP2/0 (Sp2/0-Agl4 (ATCC® CRL-1581™). As células foram mantidas em meio
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) (LONZA®)/Glutamina 6,4 mM/SFB 10%.
Todo o conteudo foi transferido para garrafa do tipo T 25cm?2 (Corning®) e incubado
aa 37°C/5% COz2 até atingir viabilidade necessaria (Kohler & Milstein 2005).

4.3. Imunizacdo dos animais

Camundongos da linhagem Balb/C foram imunizados com o antigeno alvo
intraperitonealmente (i.p.) a cada 14 dias seguindo modelo de histoplasma com
algumas adaptacdes (Guimardes et al. 2009c). Para tal foram utilizadas duas
estratégias diferentes: primeiramente, os animais foram imunizados via i.p. com C.
gattii (1x10° céls/mL) previamente fixado em paraformaldeido (PFA) 4% e lavado em
tampao fosfato salina (PBS) a 10 mM e pH 7,4 , seguido de duas imunizac¢des via
i.p. com intervalo de 14 dias com 200 pug de quitotriose (trimero de moléculas
compostas por unidades de B-1,4-N-acetilglucosamina - -1,4-GIcNAc — quitotriose —
SIGMA — T2144) livre, utilizando como adjuvante hidréxido de aluminio (AIOHs — 1,5
mg), na proporcao de 1:1 (v/v). Finalmente, os animais foram imunizados por via
intravenosa (i.v.) com 50 pg de quitotriose livre, utilizando PBS como veiculo. A
segunda estratégia foi idéntica, exceto pela introdu¢do de uma imunizacéo adicional
com quitotriose livre antes da injecdo final i.v. Em ambas as estratégias foram
realizadas a sangria ao final das imunizacbes para verificar o titulo sérico dos
anticorpos através de ELISA indireto. O soro pré-imune de todos os animais foram

utilizados como controle e cut-off para a triagem.

4.4. Fusao

Apés quatro imunizacdes foi realizada a esplenectomia dos animais e o
processamento dos esplendcitos para a execucao da fusdo celular com células
mieldmicas murinas SP2/0 (ATCC) (Kdhler & Milstein 2005)
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Os esplendcitos e as SP2/0 foram fusionados com o auxilio da solugédo de
polietilenoglicol (PEG) 3000-3700 a 50%, pré-aquecido a 37 °C. Posteriormente, o
homogenato de células foi avolumado em meio DMEM / Glutamina 6,4 mM / solucao
de antibiotico e antimicotico 1x — 100 unidades/mL de penicilina, 0,1 mg/mL de
estreptomicina e 0,25 pg/mL de anfotericina B (ATB) / 1x soro fetal bovino (SFB)
20% em uma proporcdo de 1 x 108 células/100 mL. Todo o volume da suspenséo foi
transferido para placas de 96 pocos no volume de 100 pL/poco. Trés pocos foram
reservados como controle do meio de selegago (DMEM com hipoxantina,
aminopterina e timidina (HAT)), aos quais foram adicionadas 6 x 10* células SP2/0.
As placas foram incubadas a 37 °C, em atmosfera de 5% CO2 por 24 horas. Apés a
incubacédo inicial, 100 pL de meio de selecdo (DMEM/Glutamina 6,4 mM/ATB
1x/SFB 20%/HAT 2x) foram adicionados aos poc¢os para o inicio do processo de
selecdo das células hibridas viaveis. Ap6s 14 dias, os sobrenadantes de cultivo
foram utilizados para o ensaio de ELISA indireto especifico contra quitotriose.

45. ELISA indireto

Ensaios de ELISA indireto foram realizados com dois objetivos.
Primeiramente para definicdo do titulo sérico dos anticorpos ao final do processo de
imunizacao e também para determinagdo de anticorpos policlonal e monoclonal para

quitotriose produzidos pelo hibridoma (Saeed et al. 2017).

4.5.1. ELISA para definicdo de titulos séricos. A placa de 96 pocos foi
revestida com quitotriose complexada com albumina bovina sérica (quitotriose-BSA)
na concentracdo de 0,5 pg/mL em PBS e incubada durante a noite a 4 °C.
Posteriormente, a placa foi incubada com PBS/BSA 1% por 1 h a 37 °C seguida de
lavagem com PBS/Tween 0,05%. Os soros dos animais foram adicionados em
diferentes diluicbes e incubados por 2 h a 37 °C. A placa foi lavada trés vezes com
PBS/Tween 0,05% com posterior adicdo de anticorpos anti-lgG e anti-IlgM murinas
conjugado a peroxidase por 2 h a 37 °C. As placas foram entdo lavadas como
anteriormente descrito e incubadas com tetrametilbenzidina (TMB) por 30 min a 37
°C. A reacao foi interrompida com HCI 1 N e as leituras espectrofotométricas foram
obtidas em comprimento a 450 nm. As reacgOes consideradas positivas foram
aguelas com valores de absorbancia correspondentes a 3 vezes o cut-off, sem

adicao de anticorpos primarios.
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4.5.2. ELISA para determinacdo de reatividade de anticorpos policlonal e
monoclonal. Para este ensaio foi realizado o mesmo procedimento descrito
anteriormente, com a diferenca que o anticorpo primario da reacao foi oriundo do

sobrenadante de cultivo do hibridomas.

4.6. Clonagem dos hibridomas policlonais

A clonagem dos hibridomas policlonais positivos no ensaio de ELISA foi
realizada através de diluicdo limitante ao qual se tem por objetivo gerar uma
densidade de 1 célula/poco, em um volume final de 200 uL (Lopes et al. 2010). As
células foram incubadas a 37 °C, em atmosfera de CO2 5% por 14 dias e foram
observadas a clonalidade (monoclonal ou policlonal) a partir do 5° dia. Os cultivos
que se mantiverem viaveis e monoclonais foram novamente submetidos ao ensaio
de ELISA para verificar a especificidade frente ao antigeno em estudo. As reacdes
consideradas positivas foram aquelas com valores de absorbancia correspondentes

a 3 vezes o cut-off, sem adicdo de anticorpos primarios.

4.7. Isotipagem dos clones selecionados

A isotipagem dos clones previamente selecionados por ELISA foi feita através
do kit comercial - Rapid ELISA Mouse mAb Isotyping — ThermoFisher. O kit
determina a presenca dos isotipos murinos IgG1, 1gG2a, IgG2b, 1gG3, IgA e IgM na
amostra de forma rapida e eficiente.

4.8. Purificacdo dos Anticorpos Monoclonais

A purificagdo dos AcMs se deu em trés fases: precipitacdo por PEG,
cromatografia de exclusdo molecular e cromatografia liquida de alta eficiéncia de
exclusdo molecular e de troca idnica (AKTA Purifier 10; GE Healthcare).

A precipitacao por PEG foi realizada submetendo o sobrenadante do cultivo a
precipitagdo com PEG 6000 na concentragédo de 4% (p/v). A suspensao foi mantida
sob agitacdo por 3 h a temperatura ambiente e, em seguida submetida a
centrifugacéo do material (1600 x g; 30 min a 4°C).

O sobrenadante obtido apds a centrifugacdo foi submetido a uma segunda

etapa de precipitacdo com PEG 6000 na concentracdo de 6% (p/v), seguida de
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centrifugagcdo nas mesmas condi¢cbes descritas anteriormente. O precipitado obtido
foi dissolvido no volume de 15 mL de solugcéo tampao Tris-HCI 50 mM, pH 8,0.

O material obtido apdés a segunda precipitacdo foi fracionado através da
cromatografia de exclusdo molecular (SEC) utilizando a coluna Superdex 200 High
Load 26 x 600 mm (320 mL) com fluxo de 3,0 mL/min, sendo utilizado como eluente
a solugéo tampao Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, com volume de coleta igual a 10 mL/tubo.

Apols a selecdo e pool das amostras provenientes da SEC foi realizada a
cromatografia de troca anidnica em coluna Poros HQ 10 x 100 mm. A eluicdo das
fracOes foi realizada em fluxo de 5,0 mL/min com solucdo tampéo Tris-HCI 50 mM,
pH 8,0 em gradiente com salina 20 e 50 %. As fragbes foram coletadas com volume
de 4,0 mL/tubo.

A homogeneidade das amostras obtidas em cada etapa do processo de
purificacdo foi avaliada por eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida 12%
(SDS-PAGE) em uma voltagem constante de 200 volts por 45 min (Preserve & Flora
Sherman 2011). Para a estimativa do peso molecular (PM), foi utilizado o padrao
comercial Precision Plus Protein™ Dual Color (Bio-Rad). As proteinas foram
reveladas com solucdo corante Coomassie Blue R350 e o resultado analisado
através do software Image Lab™, apds o processamento da imagem no sistema Gel
Doc™ XR+ (Bio-Rad).

4.9. Extracdo de RNA dos clones selecionados

As células de cada clone positivo foram recolhidas por meio de centrifugacéo
(400 x g por 10 min a temperatura ambiente) e o RNA extraido com o kit comercial

RNeasy Mini (Qiagen), seguindo protocolo estabelecido pelo fabricante.

4.10. Reacdo em Cadeia da Polimerase via Transcriptase Reversa (RT-PCR)

Inicialmente, foi realizada a sintese de cDNA dos clones/monoclonais a partir
do RNA através do kit comercial Super Script Il First-Strand Synthesis System
(INVITROGEN). Posteriormente, foi realizada a PCR com os oligonucleotideos
iniciadores universais para a VH e VL murino (Zhou et al. 1994) (Tabela 2).

A RT-PCR foi feita sob as seguintes condi¢cdes (Wang et al. 2000):
desnaturacao inicial 94 °C/5 min, desnaturacdo 94 °C/2 min, anelamento 48 °C/1

min, extensdo 72 °C/1 min e 30 seg. Os ciclos foram repetidos por 30 vezes e
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extensdo final 72 °C/1 min para cadeia VH e as mesmas condi¢des para VL, porém
com a temperatura de anelamento de 55 °C/1 min. A visualizagdo das bandas foi
feita em gel de agarose 1,5% no tamanho de aproximadamente 570 pb para VH e
370 pb para VL e revelado por GelRed (BIOTIUM).

Tabela 2: Oligonucleotideos sintéticos utilizados na reacdo de RT-PCR para
amplificacdo dos cDNAs codificadores para VH e VL murinas a partir da

extremidade 5.

VH-Fw Sequéncia

307 5°’ATG(GA)A(GC)TT(GC)(TG)GG(TC)T(AC)A(AG)CT(GT)G(GA)TT3’

308 5’ ATG(GA)AATG(GC)A(GC)CTGGGT(CT)(TA)T(TC)CTCT3’

309 5 GATGTGAAGCTTCAGGAGTC3’

310 5 CAGGTGCAGCTGAAGGAGTC3’

311 5 CAGGTGCAGCTGAAGCAGTC3’

312 5’ CAGGTTACTCTGAAAGAGTC3’

319 5 GAGGTCCAGCTGCAACAATCT3’

320 5°GAGGTCCAGCTGCAGCAGTC3’

321 5 CAGGTCCAACTGCAGCAGCCT3’

322 5 GAGGTGAAGCTGGTGGAGTC3’

324 5 GATGTGAACTTGGAAGTGTC3’
VH-Rev

y1 5 TGGACAGGGATCCAGAGTTCCAGGTCACT3’
VL-Fw

353 5 GACATTGTGATGACCCAGTCT3’

362 5 GATGTTTTGATGACCCAAACT3’

364 5’GATATTGTGATAACCCAG3’

365 5 GACATTGTGCTGACCCAATCT?3’

390 5’ GATATTGTGCTAACTCAGTCT3’

391 5’ GATATCCAGATGACACAGACT3’

392 5’ GACATCCAGCTGACTCAGTCT3’

393 5’CAAATTGTTCTCACCCAGTCT3’

394 5 CAGGCTGTTGTGACTCAGGAA3’
VL-Rev

K-18 5 TACAGTTGGTGCAGCATC3’

Fw- Foward; Rev — Reverse
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4.11. Sequenciamento dos clones/monoclonais selecionados

O sequenciamento dos monoclonais selecionados foi feito de acordo
com o protocolo descrito no kit comercial BigDye Terminator v3.1 (Life Technologies)
e para tal foram utilizados os mesmos primers descritos para PCR. As sequéncias
foram analisadas usando o programa SeqMan (DNAStar) e para identificacdo dos
CDR1, 2 e 3, as sequéncias génicas foram submetidas a analise pela ferramenta
IgBlast (IgBlast Tool — NCBI — NIH; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/igblast/) através do

banco de dados de Kabat (http://www.bioinf.org.uk/abs/).

4.12. Determinacédo de constante de afinidade e dissociagcdo por Ressonancia

Plasmonica de Superficie (SPR)

Os experimentos de SPR foram realizados usando o sistema BIACORE X
(GE Healtcare) equipado com um chip sensor CM5. Os ligantes testados foram os
AcMs AF1/CC5 e HC6/DD11, aos quais foram imobilizados usando quimica de
acoplamento por amina (Biacore X 202AD). As superficies das duas células de fluxo
foram ativadas por 7 min com uma mistura 1: 1 de 0,1 M N-hidroxisuccinimida (NHS)
e 0,1 M 3- (N, N-dimetilamino) propil-N-etilcarbodiimida (EDC) em uma taxa de fluxo
de 10 uL/min. Os ligantes foram imobilizados na concentracdo de 100 pg/mL em
acetato de sddio a 10 mM, pH 5,0. Os residuos de ésteres foram desativados com
uma injecdo de 7 min de etanolamina 1 M, pH 8,0.

Para coletar dados de ligacdo cinética, o analito BSA-GIcNAc foi injetado
sobre as duas células de fluxo em concentracdes de 0,1 e 0,6 nM em uma taxa de
fluxo de 5 yL/min a 25 °C utilizando tampé&o HBS-EP (10 mM HEPES, 150 mM NacCl,
3 mM EDTA e 0,005% P20) pH 7,4.

Os dados foram ajustados mediante concentracdo em um modelo simples de
interacdo (1:1) do ligante e do analito usando a opcdo de analise global de dados,
que possibilita ajustar todos os graficos obtidos simultaneamente. Todos o0s

resultados foram analisados no software BiaEvaluation 4.1.
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4.13. Ensaios funcionais

4.13.1. ELISA indireto com células integras. Para este teste foram utilizados C.
neoformans (H99), C. albicans, Giardia lamblia, célula de linhagem pulmonar
humana A549, E. coli e Staphylococcus aureus. As células fungicas foram
lavadas em PBS trés vezes e suspensas na densidade de 107 células/mL em
solucdo de poli-L-Lisina (5 pg/mL em PBS) e colocadas em microplacas de
poliestireno de 96 pocos para adeséo durante a noite a 4°C. No dia seguinte as
placas foram bloqueadas com PBS/BSA 5% e incubadas por 1 h a 37 °C para
entdo serem incubadas por 2 h a 37 °C com o AcM anti-quitooligbmeros em
faixas de concentracdo de 5 a 50 pg/mL. Posteriormente, foi realizada a
lavagem com PBS/Tween 0,05% por 3 vezes e a revelacdo realizada apos
adicdo de anti-lgM murino conjugado a peroxidase diluido 1:5000 e incubado
por 2 h a 37 °C. Apés as lavagens foi adicionado TMB e as placas incubadas
por 30 min a 37 °C. A reacéao foi interrompida com HCI 1 N as leituras obtidas a
450nm (Stearns et al. 2016).

Posteriormente, foram realizadas diluicbes seriadas (1:10) com
densidades celulares variando entre 102 até 107 células/mL para os fungos e
10* até 107 células/mL para os outros tipos celulares. O AcM anti-
quitooligbmeros foi testado na concentracdo de 25 pg/mL, conforme descrito

anteriormente.

4.13.2. ELISA indireto de quitosana. O ensaio foi realizado conforme descrito
anteriormente, no entanto, nas placas foram adicionadas diferentes
concentracbes (0,4 a 50 pg/mL — diluicdes seriadas 1:2 — diluido em acido
acético) de quitosana (Merck — C3646), um derivado deacetilado de quitina.

Para este teste a concentracdo de AcM utilizada foi de 25 pg/mL.
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4.13.3. Dot Blot de células integras. Suspensdes de C. neoformans (H99) e C.
albicans com densidades variando entre 10?2 células/mL até 107 células/mL em
solucéo de poli-L-Lisina 5 pg/mL em PBS. Dessas suspensfes, 10 pL foram
aplicados em membranas de nitrocelulose e realizado como no ensaio de
ELISA com concentragcdes de 25 pg/mL dos AcM anti-quitooligdmeros. A
membrana foi cortada e depositada em placas de 96 pocos, aos quais foram
adicionados 50 pL de TMB. Os sistemas foram incubados por 30 min 37 °C.
Foi retirado 50 L, transferido para uma nova placa e a reacao foi interrompida
com HCI 1 N. As leituras foram obtidas a 450nm (Nimrichter et al. 2007).

4.13.4. Ensaio para determinacdo do sitio de ligacdo. As placas de 96 pocos
foram revestidas com quitotriose-BSA na concentragéo de 0,5 pg/mL em PBS e
incubadas durante a noite a 4 °C, seguido de incubacdo com PBS/BSA 1% por
1 h a 37°C. Posteriormente, foi realizada lavagem (PBS/Tween 0,05%) e
adicionada uma solucdo de lectina de germe de trigo (WGA) conjugada a
peroxidase na concentracdo de 25 pg/mL, utilizado como controle. Os
anticorpos HC6/DD11 e AF1/CC5 foram testados na concentracdo de 25 pug/mL
sem o bloqueio pela WGA, servindo como controle de reacdo. A WGA néao
conjugada (25 pg/mL) foi incubada por 1 h a 37 °C e, os sistemas
posteriormente lavados trés vezes com PBS/Tween 0,05%. Em seguida, os
AcMs (25 pg/mL) foram adicionados e as placas incubadas por 2 h a 37 °C. Os
sistemas foram lavados trés vezes com PBS/Tween 0,05% e incubados por
mais 2 h a 37 °C com anti-lgM murino conjugado a peroxidase (1:10000). A
revelacdo das reacbes sorologicas foi realizada conforme detalhado

anteriormente.
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4.13.5. Ensaio de imunofluorescéncia dos AcMs anti-quitooligdbmero em
células fangicas. C. albicans (10° células) foram fixadas com PFA 4% durante
30 min e posteriormente bloqueadas com PBS/BSA 1% por 1h. Em seguida,
foram incubadas com o AcM anti-quitooligbmeros 25 ug/mL durante 1 h a 37
°C. As células foram lavadas 3 vezes com PBS e incubadas com anticorpo anti-
IgM conjugado a Alexa 568 (SIGMA; 1:1000) (Rodrigues et al. 2008). Em
seguida, as células foram novamente lavadas 3 vezes com PBS e incubadas
com calcofluor 25 uM por 30 min a temperatura ambiente. As suspensdes
celulares foram transferidas para laminas de vidro e analisadas em microscopio
Olympus AX70, acoplado ao sistema de camera (QImaging Retiga 1300). As
imagens foram processadas com o software QCapture suite V2.46.

4.13.6. Determinacédo da Concentracédo Inibitéria Minima (CIM). Os valores da
concentracdo inibitéria minima foram determinados usando os métodos
propostos pelo Comité Europeu de Ensaios de Suscetibilidade Antimicrobiana
(do inglés, European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing -
EUCAST) com pequenas modificacBes. Células de C. neoformans foram
cultivadas em RPMI 1640 tamponado com 3(n-morfolino) propanosulfonico
(MOPS) em pH 7 na densidade de 10° células/poco em placas de 96 po¢os no
volume final de 200 pL. Os sistemas foram suplementados com AcM na
concentracdo (12,5; 6,25; 3,2; 1,6; 0,8; 0,4; 0,2; 0,1 pg/mL), AmB (0,1 a 1
pg/mL) ou FLC (8, 4 e 2 ug/mL), isolados ou AcM associado ao farmaco. Apos
48 h de incubacgéo a 37°C sob agitacdo e submetidas a leitura a 592 nm (Joffe
et al. 2017). Foram consideradas para analise o ClIMioo de acordo com o
controle dos antifingicos utilizados na maxima concentracdo. A atividade
sinérgica entre os AcMs e os antifungicos padrfes foi determinada com base

no célculo do indice inibitorio fracionario (IIF) (Mor, V. et al, 2015).
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4.13.7. Formacao de biofilme. C. neoformans (H99 e Cap67) e Candida
albicans foram cultivados em meio Sabouraud por 24 h a 30 °C. As suspensdes
celulares foram submetidas a centrifugacdo a 3000 x g por 5 min, lavadas trés
vezes em PBS e suspensas em meio minimo (tiamina 20 mg/mL, glucose 30
mm, glicina 26 mM, MgSO4 20 mM, e KH2PO45 8,8 mM). Posteriormente, 0s
fungos (1x108/mL) foram adicionados em placas de 96 pocos por 48 h a 37 °C
na presenca dos AcMs (HC6/DD11 e AF1/CC5) e do AcM anti-GXM 18B7
(apenas para H99) na concentracdo de 25 pg/mL, sob agitacdo por 30 min.
Como controle, foi utilizado o farmaco AmB na concentracéo de 1 pug/mL (Joffe
et al. 2017).

Dois sistemas foram preparados, um deles foi lavado para remocao de
células ndo aderentes, enquanto o outro ndo foi submetido a lavagens, sendo
desta forma quantificadas as células aderentes e ndo aderentes ao substrato
poliestireno.

A atividade metabolica das células viadveis nos dois ensaios foi avaliada
pelo método baseado na reducdo do 2,3-bis-(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-

tetrazélio-5-carboxanilida (XTT) em espectrofotbmetro a 492nm.

4.13.8. Ensaio de melanizagdo. O cultivo do C. neoformans foi realizado
conforme descrito no item 4.13.7 e a suspensdo celular (1x108 células/mL) foi
cultivada por 72 h em meio minimo suplementado com L-DOPA 1mM em placa
de 96 pocos (fundo em “U”). Ao meio minimo foram adicionados os anticorpos
HC6/DD11 e AF1/CC5 em faixa de concentracdo de 25 a 0,2 pg/mL diluidos
1:2. Os sistemas foram submetidos a centrifugacédo e a avaliagdo da producédo
de melanina em C. neoformans foi determinada por densitometria apds a
digitalizacdo das imagens pelo equipamento iBright FL1000 Invitrogen (Walker
et al. 2010).

4.13.9. Curva de sobrevivéncia. A capacidade de anticorpos anti-
quitooligdbmeros de prorrogar a sobrevida de animais infectados com doses

letais de C. neoformans foi avaliada utilizando dois protocolos distintos.

Ensaio 1: Camundongos da linhagem Balb/C (n=7) foram desafiados

letalmente via i.p. com 10° células em PBS de C. neoformans (amostra H99).
ApoOs 2 h, os animais foram tratados via i.p. com 100 uL de uma solucdo de
AcM HC6/DD11 nas concentracdes de 100, 250 ou 500 pg/mL . Como controle,
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os animais foram tratados apenas com PBS. A curva de sobrevivéncia foi
obtida até 90 dias apoés a infeccao.

Ensaio 2: Camundongos da linhagem Balb/C (n=7) foram desafiados
letalmente via i.p. com 10° células em PBS de C. neoformans (amostra H99).
Apbs 2 h, os animais foram tratados com 100 uL de uma solucdo de AmB (2,5
mg/kg e 0,25 mg/kg), 100 uL de uma solucéo de AcM (85 pg/mL) e 100 uL de
uma solucdo de combinada de AcM (85 pg/ml) e AmB (0,25 mg/kg). Além
disso, os tratamentos foram repetidos por mais 2 vezes em intervalos de 10
dias entre eles. Para os sistemas controles, os animais foram desafiados com
100 uL de PBS, AmB (2,5 mg/kg) ou AcM (85 pg/ml) (Liedke et al. 2017).
Para a obtenc¢&o da curva de sobrevivéncia, a analise se estendeu até 90 dias

apos a infeccéo.

4.14. Modelagem Molecular

As sequéncias das regibes variaveis dos anticorpos HC6/DD11 e AF1/CC5
foram obtidas por sequenciamento e traduzidas para a obtencdo das sequéncias de
aminoacidos correspondentes utilizando a ferramenta de bioinformatica ExPASy
Translate tool (https://web.expasy.org/translate/).

A humanizagao das sequéncias foi realizada utilizando o banco de dados

IMGT (http://imgt.org/3Dstructure-DB/cgi/Dom _ainGapAlign.cgi) para se obter o
repertério germinativo humano mais proximo (identidade percentual) das cadeias VH
e VL.

A sequéncias humanizadas obtidas a partir do repertério humano mais
proximo foram alinhadas separadamente utilizando a ferramenta blastp
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov) contra o banco de dados do PDB (Protein Data Bank -
https://www.rcsb.org) para a selecdo da proteina molde. A constru¢do do modelo
tridimensional foi feita utilizando o programa Modeller 9.19.

O refinamento das estruturas dos modelos de VH e VL murino e humanizados
foram submetidos a analises estruturais nos servidores Molprobity e Verify 3D. As
estruturas foram refinadas através da correcdo de rotdmeros incorretos e
conformacdes dos angulos phi e psi desfavoraveis, segundo o grafico de
Ramachandran utilizando o programa Coot. O posicionamento espacial de VH/VL
GB2 foi determinado através do alinhamento de VH e VL com o modelo de anticorpo
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neutralizante 5JHL (Codigo PDB) anti E-ZIKV utilizando o programa PyMol (PyMOL
Molecular Graphics System, Version 1.8 Schrodinger, LLC).

4.15. Analise Estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas usando o GraphPad Prism
versao 5.00. Utilizou-se Two-way ANOVA com péds-teste de Bonferroni para
comparacao individual entre os grupos, com intervalo de confianca de 95% foram
utilizados para todos o0s experimentos. Para 0s ensaios e sobrevivéncia, as

diferencas entre os grupos foram analisadas pelo teste de Gehan-Breslow-Wilcoxon.
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5. CONSIDERACOES SOBRE ASPECTOS ETICOS

O presente projeto possui protocolo experimental aprovado pela Comisséo de
Etica no Uso de Animais de Experimentacdo da Fiocruz sob a licenca LW-13/16. Os
animais utilizados sé@o provenientes do Centro de Criacdo de Animais de Laboratorio
(CECAL/FIOCRUZ) e os ensaios foram realizados no Laboratorio de
Experimentacdo Animal de Bio-Manguinhos, seguindo todas as normas éticas

previstas pela legislacéo vigente.
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6. RESULTADOS

6.1. Desenvolvimento de anticorpo monoclonal murino para quitooligdmero

através datecnologia de hibridoma

6.1.1.

Titulacdo dos animais imunizados contra C. gattii e quitotriose

Duas estratégias de imunizacdo foram desenvolvidas e, em ambas, foi

realizada sangria ao final da ultima imunizacdo para verificar o titulo sérico dos

anticorpos (Figura 7). Independente da estratégia adotada, foi obtido o titulo de

1:3200, tanto para IgG quanto para IgM dosados no soro, sendo utilizado para

triagem a quitotriose-BSA. Para estabelecimento de linha de corte, foram utilizados

os valores de absorbéancia obtidos em rea¢cdes com 0 soro pré-imune. Para 0 ensaio

de fusdo foram selecionados trés animais.
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Figura 7: Curva de titulacdo de anticorpos séricos de camundongos obtida por

ELISA. Camundongos Balb/C foram imunizados com C. gattii via i.p. e quitotriose via

i.p. e i.v.. O titulo sérico dos anticorpos dos animais imunizados foi dosado ao final

das imunizacdes. (A) Titulo do soro para Imunoglobulina M (IgM); (B) Titulo do Soro

para IgG. As curvas em vermelho, azul e verde representam animais distintos. Linha

tracejada representa a linha de corte do soro pré-imune.

33



6.1.2. Selecao de hibridomas produtores de AcM por ELISA

A partir da esplenectomia dos 3 animais foram realizadas 3 fusdes. Os
esplendcitos foram fusionados com Sp2/0 e foram obtidos 172 hibridomas, 4 dos
quais produzindo anticorpos reativos contra quitotriose. Os 4 hibridomas produtores
de anticorpos policlonais foram submetidos a clonagem, gerando 541 hibridomas
produtores de AcMs. Nesse grupo, foram selecionados 58 hibridomas reativos
contra quitotriose, sendo, finalmente, selecionados para estudos posteriores os 10
hibridomas que apresentaram maior resposta (densidade 6ptica - D.O. = 3x cut-off)
em testes de ELISA usando quitotriose-BSA como antigeno primario.

Dos 10 hibridomas (banco mestre) congelados, 9 mantiveram a capacidade
produtora de AcM quando foram descongelados, sendo esses selecionados para

analises posteriores (Figura 8).
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Figura 8: Clonagem dos hibridomas. Os esplendcitos foram incubados a 37°C, em
CO:2 por 14 dias e a clonagem por diluicdo limitante monitorada a partir do 5° dia. Os
cultivos viaveis e monoclonais foram submetidos ao ensaio de ELISA conforme
detalhado em Materiais e Métodos. O grafico representa os valores de densidade

otica dos 10 hibridomas gerados pré- e pds- congelamento.
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6.1.3. Isotipagem dos AcMs selecionados

Os 9 AcMs selecionados pela técnica de ELISA indireto foram isotipados
através de kit comercial. Todos os AcMs foram identificados como IgMs com cadeia
leve kappa, visto que apresentaram um sinal 3 vezes maior que o controle positivo

para cada subtipo de anticorpo (Figura 9).
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Figura 9: Isotipagem dos AcMs selecionados. O ensaio foi realizado utilizando o
kit de ELISA indireto que determinou a presenca dos diferentes isotipos de

imunoglobulinas (Igs) dos 9 AcMs selecionados.

6.1.4. Purificacdo dos AcMs

Apos purificagdo por PEG, cromatografia liquida de alta eficiéncia e troca
ibnica os 9 AcMs foram analisados em SDS-PAGE (Figura 10).

Todas as aliquotas apresentaram duas bandas principais da IgM,
correspondentes as cadeias pesadas (~70 kDa) e leves (~23-24 kDa). As demais
bandas observadas foram sugestivas de reducdo parcial da IgM e micro

heterogeneidade proteica e glicidica.
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Figura 10: Andlise da purificacdo dos AcMs. Apos precipitacdo com PEG e
cromatografia liquida de alta eficiéncia, a homogeneidade dos 9 AcMs foi avaliada
pela técnica de SDS-PAGE. O gel foi corado com Coomassie Blue e as bandas
relativas aos AcMs (2-10) comparadas com padrdo de peso molecular (1 e 11). As
bandas predominantes correspondem a cadeia pesada (~70 kDa) e leve (~23-24

kDa) do anticorpo IgM.

6.1.5. RT-PCR dos AcM, sequenciamento e determinacédo de CDR.

A RT-PCR dos 9 AcMs produziu amplicons no tamanho de 570 pb para VH e
370 pb para VL para os primers VH-Fw 308, 310 e 322 e VL-Fw 353 e 365,
conforme vizualizagdo em gel de agarose 1,5% (Figura 11). Os outros primers

testados (Tabela 2) tanto para VH quanto para VL ndo apresentaram amplificagéo.

36



«— 570pb
370pb —

Figura 11: Imagem representativa da eletroforese em gel de agarose do
produto de PCR dos AcMs selecionados com os primers VH 310 e VL 365. O
RNA de cada clone positivo foi extraido, realizada a sintese de cDNA e a PCR dos 9
AcMs com os oligonucleotideos iniciadores universais para a VL e VH conforme
descrito no item 4.9. A visualizacdo das bandas foi feita em gel de agarose 1,5%
apos revelacdo com GelRed. Representacdo da amplificacdo da VL (1-9) e VH (12-
20). Marcador molecular 1 kb DNA (11) e controles negativos sem cDNA (10 e 21).

A traducdo do sequenciamento dos 9 hibridomas revelou que a sequencia
proteica dos CDR caracterizaram apenas 2 AcMs, sendo assim foi realizado ELISA
para determinacdo dos AcMs com maior reatividade contra o antigeno (Figura 8).
Desta forma, foram escolhidos anticorpos oriundos de dois policlonais diferentes e
gue mantiveram a reatividade (HC6/DD11 e AF1/CC5).

6.1.6. Determinacéo de constante de associac¢ao e dissociacao

A interacdo antigeno-anticorpo foi avaliada por SPR para aferir a constante de
dissociacdo (KD) e associacdo (KA). Os AcMs foram imobilizados na superficie do
chip sensor CM5 e foi obtido o sensograma tipico da interacdo com diferentes
concentracfes do antigeno (Figura 12).

A SPR foi ajustada em um modelo de interagéo 1:1 e, finalmente, o KA e o
KD foram determinados para cada anticorpo (Tabela 3). O grafico representa que,
independente da concentracdo dos antigenos, KA e KD apresentam cinéticas
constantes.

Os AcMs foram testados contra outras moléculas, como BSA e cisteina, e ndo
foi observado nenhum registro cinético, demonstrando que nao ha interacdo de
outras moléculas com os AcMs e que existe alta especificidade contra os oligdbmeros

de quitina (Figura 13).
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Figura 12: Sensograma de SPR representativo das interacdes de AcM e
qguitotriose. Os experimentos foram realizados usando o sistema BIACORE X (GE
Healtcare) equipado com um chip sensor CM5. Os ligantes testados foram os AcM
HC6/DD11 (A) e AF1/CC5 (B). As superficies das duas células de fluxo foram
ativadas e os ligantes imobilizados na concentracdo de 100 pg/mL em acetato de
soédio 10 mM, pH 5,0. Linha verde e vermelha correspondem a interacdo do AcM
com concentracbes de 0,06 M e 0,1M de quitotriose, respectivamente. RU
representa unidades de resposta (Response units) gerada pelo software do
equipamento.
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Tabela 3: Parametros cinéticos dos dois AcMs para quitooligbmeros. DP -
desvio padréao

AcM Analito Concentracao KA (/M) KA Média KD (M) KD Média
Analito (M) (DP) (DP)
HC6/DD11 6,80E-05 4,50E+04  4,16E+04 2,24E-05  2,78E-05
(GIcNAC)3 1,00E-04 3,83E+04  (+0,47)  3,32E-05  (+0,76)
AF1/CC5 6,80E-05 1,61E+03  1,69E+03 6,21E-04  5,94E-04
1,00E-04 1,77E+03 (+0,11)  5,67E-04 ( 0,38)

DP - desvio padrdo; M — Molaridade; KA — Constante de associacdo; KD —
Constante de dissociagao
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Figura 13: Sensograma de SPR representativo das interagcbes de AcM, BSA e
Cisteina. Os experimentos foram realizados conforme detalhado na figura 12 e os
mesmos ligantes AcM HC6/DD11 (A) e AF1/CC5 (B) foram testados. Linha verde
corresponde a interacdo com a quitotriose 0,6M, enquanto as linhas vermelha e azul
séo referentes as interacdes com BSA e cisteina, respectivamente.
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6.2. Ensaios Funcionais dos AcMs

6.2.1. ELISA indireto com células integras

Com o intuito de demonstrar a especificidade dos anticorpos frente ao alvo, foi
realizado o ensaio de ELISA indireto com C. albicans. Diferentes concentracdes
foram testadas, no entanto a selecionada para os ensaios foi a de 25 pg/mL apesar
da obtencdo de leituras positivas abaixo dessa concentracdo (Figura 14). A partir
desses ensaios, foi dado prosseguimento nos estudos funcionais utilizando os AcMs
AF1/CC5 e HC6/DD11.

ELISA Poli-L-Lisina

-+ AF1/CC5
-+ HC&6/DD11

Densid. Optica

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Concentragédo (pg/mL)
Figura 14: ELISA indireto com C. albicans. As leveduras (107 /mL) foram
incubadas em placas de poliestireno de 96 pocos revestidos com 5 pg/mL de poli-L-
Lisina em PBS. Apds adeséo das células fungicas, os sistemas foram bloqueados
por 1 h com PBS/BSA 5% e depois incubados durante 2 h a 37°C com 5 a 50 pg/mL
dos AcMs. Apés lavagem foi adicionado o anti-lgM murino conjugado a peroxidase
diluido 1:5000 e a placa incubada por mais 2 h a 37 °C. Os sistemas foram
novamente lavados e incubados 30 min com TBM. Apos acidificacdo, as leituras
foram realizadas a 450nm. Linhas verde e azul correspondem aos AcMs HC6/DD11

e AF1/CC5, respectivamente. A linha tracejada representa o branco da reacao.

Sendo assim, foi realizado outro ELISA, no qual foi variada a densidade
celular de C. neoformans e C. albicans, com o intuito de verificar a sensibilidade do

anticorpo (Figura 15).
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Figura 15: ELISA com fungos integros em diferentes densidades celulares.
Células de C. albicans (Azul) e C. neoformans (Verde) variando de 102 a 10’ foram
aderidas em placas de poliestireno de 96 pocos revestidos com poli-L-Lisina. Apés
bloqueio com PBS/BSA, os sistemas foram incubados por 2 h a 37 °C com 25 pg/mL
dos AcMs AF1/CC5 (A) e HC6/DD11 (B). A revelacao foi realizada conforme descrito
na Figura 14 seguido da leitura a 450nm. A linha tracejada representa o branco da

reacao.

A sensibilidade para ambos os AcMs foi detectada a partir de 102 células/mL
para ambos os fungos analisados. Essa concluséo foi obtida em funcdo da deteccgéo
de um sinal de reacao considerado positivo 3 vezes maior que o cut-off (branco da
reacdo). Entretanto, o sinal obtido pelo anticorpo HC6/DD11 foi ligeiramente mais
sensivel nas concentracdes de 10* e 10° células/mL de ambos os fungos, enquanto
para o AF1/CC5 a sensibilidade foi praticamente inalterada nessas densidades
celulares principalmente para C. albicans.

Além da sensibilidade, foi avaliada a especificidade dos anticorpos contra
outros tipos celulares, incluindo células de linhagem pulmonar humana A549, S.
aureus, E coli e G. lamblia. Os AcMs se mostraram especificos para o fungo e néo
produziram sinais de rea¢do com G. lamblia, linhagem A549 de células humanas de
pulméo, E. coli e S. aureus (Figura 16). Cabe ressaltar que este teste foi realizado
até a diluicido de 10* células/mL, visto que para ambas as células flngicas

representou a sensibilidade limite de deteccéo.
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Figura 16: Teste de reatividade de C. neoformans e outros tipos celulares com
0os AcMs. Células de C. neoformans (azul), G. lamblia (quadrado laranja); A549
(triangulo verde); E. coli (triangulo invertido lilas) e S. aureus (losango cinza)
variando de 10* a 10’ foram aderidas em placas de poliestireno de 96 pocos
revestidos com poli-L-Lisina. Apds bloqueio os sistemas foram incubados por 2 h a
37 °C com 25 pg/mL dos AcMs AF1/CC5 (A) e HC6/DD11 (B). Depois da revelacéo
conforme detalhado na Figura 14, o resultado foi determinado apds leitura a 450 nm.

A linha tracejada representa o branco da reagéo.

A reatividade dos AcMs foi também testada para quitosana, o derivado
deacetilado da quitina, que também é um dos componentes da parede celular de
fungos (Baker et al. 2007). Ambos 0s anticorpos reconheceram a quitosana,
sugerindo que o grupamento N-acetil da quitina ndo é necessario para a reacao

antigeno-anticorpo (Figura 17).
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Figura 17: Teste de reatividade com o derivado deacetilado da quitina, a
guitosana. A quitosana foi incubada em concentracdes variando de 0,4 a 50 pg/mL
em placas de poliestireno de 96 pocos revestidos com poli-L-Lisina. Apds adeséo e
bloqueio, os sistemas foram incubados durante 2 h a 37 °C com os AcMs HC6/DD11
(azul) e AF1/CC5 (verde), ambos na concentragdo de 25 pg/mL. Os sistemas foram
novamente lavados e incubados 30 min com TBM. Apos acidificacdo, as leituras

foram realizadas a 450 nm. A linha tracejada representa o branco da reacao.

6.2.2. Determinacao do sitio de ligacao

A fim de determinar o possivel sitio de ligacdo dos AcMs, a WGA, uma lectina
gue reconhece oligbmeros de B-1,4-GIcNAc, foi testada (PRIVAT & MONSIGNY
1975). Ap6s a adicdo dos AcMs em placas de 96 pocgos imobilizadas com
quitotriose-BSA contendo WGA conjugada a peroxidase, foi observada a inibicdo da
reacao antigeno-anticorpo, o que sugere que 0s AcMs e a lectina WGA se ligam ao

mesmo sitio, ou seja, reconhecem o mesmo antigeno 3-1,4-GIcNAc (Figura 18).
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Figura 18: Determinacéao do sitio de ligacdo dos AcMs. Placas de 96 pocos foram
revestidas com quitotriose-BSA na concentracdo de 0,5 pg/mL em PBS e incubadas
durante a noite a 4 °C. ApGs bloqueio com PBS/BSA e lavagens foi adicionada 25
pg/mL da lectina de germe de trigo (WGA) conjugada a peroxidase, HC6/DD11 e
AF1/CC5 (barra preta - controle da reacdo). Para o teste, WGA nao conjugada foi
incubada por 1 h a 37 °C e depois tratada por 2 h com os AcMs HC6/DD11 ou
AF1/CC5 (25ug/mL). A reacéo foi revelada ap0s incubacéo dos sistemas por mais 2

h com o anti-lgM murino conjugado a peroxidase (p<0.0001).

6.2.3. Dot Blot com células integras

A sensibilidade dos AcMs foi avaliada em ensaio de Dot Blot. Os AcMs se
mostraram sensiveis para C. neoformans até a densidade celular de 10° células/mL.
Entretanto, o AcM HC6/DD11 se mostrou mais sensivel que o AF1/CC5 para C.
albicans, visto que reatividade se mostrou eficaz ateAd a densidade de 104
células/mL. O critério para o corte foi o sinal de reatividade trés vezes maior que o

cut-off (branco) (Figura 19).
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Figura 19: Dot Blot de células integras. Diferentes densidades de C.neoformans
(H99, linha verde) e C. albicans (linha azul) foram aplicadas em membranas de
nitrocelulose e realizado o ensaio de ELISA, conforme detalhado nos materiais e
métodos, com adi¢do de 25 pg/mL dos AcMs AF1/CC5 (A) e HC6/DD11 (B). A linha

tracejada representa o branco da reacéo.

6.2.4. Reconhecimento fungico por AcM anti-quitooligbmero  por

Imunofluorescéncia

A especificidade dos AcMs foi avaliada por imunofluorescéncia utilizando
além dos anticorpos, o reagente calcofluor branco. A marcacdo dos AcMs se
mostrou polarizada, porém nédo foi observada qualquer tipo de alteracdo na

morfologia da célula (Figura 20).

45



Contraste Calcofluor Alexa 548 Calcofluor / Alexa 548

Interferencial
- - - o
AF1/CC5
—r —r
—r —r
HC6/DD11
—r —r
— —

Figura 20: Marcacdo por imunofluorescéncia dos AcMs anti-quitooligbmeros em C. albicans. Leveduras foram fixadas e
incubadas com os AcMs AF1/CC5 ou HC6/DD11 25 ug/mL por 1h a 37 °C. Apoés lavagem as células foram incubadas com anticorpo

anti-lgM conjugado a Alexa 568 ou com calcofluor branco a 25 uM. Os painéis a esquerda mostram as células fungicas observadas

por microscopia em contraste interferencial, enquanto os outros painéis mostram as células em modo de fluorescéncia. As setas indicam
a marcacgdo polar caracteristica desse tipo de alvo fangico, aos quais foram demonstradas para ambos os AcMs, sendo identificada

inclusive na imagem em sobreposi¢ao (Calcofluor/Alexa 548).
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6.2.5. Concentracdo Inibitoria Minima (CIM)

A atividade antifangica dos AcMs foi testada através do teste de CIM. Os
AcMs ndo apresentaram acao fungicida quando comparados aos controles com 1
png/ml de AmB e 8 pg/ml de FLC (Figura 21 e 22). A associa¢do dos AcMs com AmB
e FLC foi avaliada com concentragBes sub-inibitorias, desta forma foram utilizadas
as concentracdes 0,1 ug/mL de AmB e 4 e 2 pg/mL para o FLC em combinagéo com
diferentes concentracbes dos AcMs. Para avaliar se houve efeito combinatorio dos
AcMs com o farmaco, foi utilizado como base a acédo do farmaco de forma isolada.

Ao avaliar a agéo fungicida dos AcMs em combinagdo com a concentragéo
sub-inibitéria de AmB, foi observado que as concentragfes de 12,5 e 6,2 pg/mL de
ambos o0s anticorpos apresentou efeito sinérgico com a AmB e potencializou sua
acdo na sua concentracdo sub-inibitéria quando comparada a acdo isolada do
farmaco em sua CIM (p<0.001). Entretanto, houve efeito aditivo da a¢éo fungicida da
AmB 0,1 pg/mL quando em combinagdo com anticorpo HC6/DD11 na concentrag&o
de 3,2 pg/mL (p<0,01) e potencializacdo do farmaco na concentracdo do AcM de 1,6
pg/mL (p<0,01). Com relacdo ao anticorpo AF1/CC5 na concentracdo de 3,2 pg/mL
o efeito combinatério apresentou potencializagdo da AmB (p<0,01), quando
comparado a concentracdo sub-inibitéria do farmaco isolado (Figura 21).

Com relacdo ao efeito combinatério dos AcMs com o FLC, foi observado o
efeito antifngico parcial dos anticorpos (3,2 pg/mL para ambos os AcMs) em
combinagdo com o FLC (4 pg/mL (p<0.01). Desta forma, houve potencializacdo da
acdo do farmaco quando comparada com a forma isolada na concentracdo de 4
pug/mL. Além disso, foi observada aumento da acao fungicida combinatéria dos AcMs
com o FLC na concentracao de 2 pug/mL, visto que potencializou a acdo do farmaco
alcancando niveis da forma isolada na concentracdo de 4 pg/mL (Figura 22).
Entretanto ndo foi observado efeito sinérgico de acao dos AcMs quando testados em
associacdo com o FLC em diferentes concentracoes.

O indice inibitorio fracionario (IIF) foi calculado e o impacto da associacéo dos

AcMs com os farmacos padréao esta demonstrado na tabela 4.
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Figura 21: Anélise do potencial sinérgico dos AcMs com AmB. Células de C. neoformans (10° células) foram cultivadas em 200 pL

de meio RPMI 1640 tamponado com MOPS, pH 7. As células foram incubadas na auséncia (Sem tratamento) ou presenca dos AcMs

(A) HC6/DD11 e (B) AF1/CC5 (12,5 a 0,05 pug/mL) e do antifungico anfotericina B ( AmB, 1 a 0,1ug/mL) sozinhos ou em associacao.

Apbs 48 h de incubagéo a 37 °C os sistemas foram submetidos a leitura em espectrofotdmetro a 592 nm (* p<0.01; ** p<0.001).
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Figura 22: Andlise do potencial sinérgico dos AcMs com Fluconazol. Células de C. neoformans (10° células) foram cultivadas em
200 pL de meio RPMI 1640 tamponado com MOPS, pH 7. As células foram incubadas na auséncia (Sem tratamento) ou presenca dos

AcMs (A) HC6/DD11 e (B) AF1/CC5 (12,5 a 0,05 pg/mL) e do antifungico FLC (8 a 2 pg/mL) sozinhos ou em associacdo. Apoés 48 h de

incubacédo a 37 °C os sistemas foram submetidos a leitura a 592 nm.
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Tabela 4: Impacto da associacdao dos AcMs a AmB ou FLC na atividade anti-
fangica.

AmB FLC
AcM ‘ [0,1 pg/mL] e ‘ [4 pg/mL] ‘ -
12,5 0,8 12,5 1,2
HC6/DD11 [pug/mL] 6.2 0,7 6,2 1,4
12,5 0,8 12,5 1,3
AF1/CC5 [ug/mL] 6.2 0,9 6,2 1,3

indice inibitorio fracionario (IIF); Fortemente sinérgico: IIF <0,5; Sinérgico: IIF <1;

Aditivo: IIF = 1; Sem efeito: 1 <lIF <2; Antagonista: IIF> 2

6.2.6. Atividade dos AcMs na viabilidade do biofilme

A formacédo de biofilme é de grande importancia na clinica médica, uma vez
que causa dificuldades no tratamento de diversas enfermidades, incluindo a
criptococose. Diante desse cenario, foi proposto avaliar o efeito dos AcMs na
viabilidade do biofilme por ensaio de XTT.

Os efeitos dos AcMs (25 pug/mL) foram testados sobre trés amostras fungicas
(C. albicans, C. neoformans (H99) e o mutante acapsular de C. neoformans, Cap67).
Como controle o AcM anti-GXM 18B7 (25 pg/ml) foi utilizado apenas para H99. No
primeiro ensaio (Figura 23 A e B) as suspensdes celulares foram lavadas para
retirada das células ndo aderentes ao substrato. Os AcMs inibiram significativamente
a formacdo de biofilme quando comparado as células ndo tratadas e aderidas
diretamente ao substrato (p<0,05). No segundo ensaio (Figura 23 C e D) as
suspensdes celulares ndo foram lavadas e, novamente, os AcM inibiram a formacgéo
do biofilme (p<0,05) quando comparada as células ndo tratadas com os anticorpos.

Em ambos os ensaios foram observados o crescimento das células.
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Figura 23: Atividade dos AcMs na formacéao de biofilme. Células (1 x 10%/ml) de
C. neoformans Cap67 e C. albicans foram adicionadas em placas de 96 pocos e
incubadas em meio minimo na auséncia (Barra preta) ou presenca de 25 pg/mL dos
AcMs (HC6/DD11 e AF1/CC5). Apds 48 h, células lavadas (A e B) ou nédo (C e D)
foram avaliadas quanto a viabilidade apos adicdo do sal tetrazolio XTT e leitura a

492 nm. AmB 1 pug/mL foi utilizada como controle (*p<0,05).

Os AcMs foram comparados com o AcM anti-GXM 18B7 quanto a inibicdo da
formacdo de biofilme. Tanto para as suspensdes celulares lavadas quanto para
aguelas néo lavadas, os AcMs foram capazes de inibir significativamente a formacao
de biofilme da célula H99 quando comparada ao efeito das células ndo tratadas,

além de apresentar comportamento semelhante ao AcM anti-GXM 18B7 (p<0,05)

(Figura 24).
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Tratamentos com os AcMs afetam a formacdo de biofilme (p<0,05) quando

comparados ao fungo nao tratado.
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Figura 24: Atividade dos AcMs contra a formacado de biofilme em comparacao
com a acdo do AcM 18B7. C. neoformans (H99, 1 x 10%/mL) foram incubados em
placas de 96 pocos contendo meio minimo na auséncia (Barra preta) ou presenca
de 25 pg/mL dos AcMs (HC6/DD11 e AF1/CC5) e do AcM anti-GXM 18B7 por 48 h a
37 °C. Apos incubacao, células lavadas (A e B) e ndo submetidas a lavagens (C e
D) foram avaliadas quanto a viabilidade apés adicdo de XTT e leitura a 492 nm.

AmB 1 pg/mL foi utilizada como controle (*p<0,05).

52



6.2.7. Avaliagéo do efeito dos AcMs na melanizagéo de C. neoformans

A capacidade de C. neoformans de produzir melanina representa um fator de
viruléncia importante (Montes et al. 2015). A melanina € depositada na parede
celular de C. neoformans. Considerando que os AcMs aqui testados sé&o
reconhecedores da parede celular, avaliamos a capacidade desses anticorpos em
afetar a pigmentacdo. As concentracdes estabelecidas de AcM HC6/DD11 e
AF1/CC5 foram de 0,2 a 25 pug/mL. A L-DOPA foi utilizada como substrato para a
melanizacao.

A ocorréncia de pigmentacdo em C. neoformans foi avaliada visualmente pela
sedimentacao da coloragdo marrom ao preto no fundo das placas de 96 pocos. Para
documentar a pigmentacdo ou sua inibicdo, as placas foram fotografadas sobre
superficies brancas (fundo claro), para permitir a diferenciacdo entre populacdes
pigmentadas e ndo pigmentadas.

O tratamento com os AcM HC6/DD11 inibe a melanizacdo, parcialmente, até
a concentracdo de 6,2 pg/mL (p<0,05), enquanto nas concentracbées menores nao
foram detectadas inibicdo (p>0,05). O AcM AF1/CC5 inibe a melanizacdo em
concentracbes superiores a 6,2 pug/mL (p<0,001), enquanto nas concentracdes de
3,2 e 1,6 pg/mL (p<0,05) ocorreu inibicdo parcial, jA as menores concentracdes nao

afetaram de forma significativa a pigmentacao (p>0,05) (Figura 25).
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Figura 25: Efeito dos AcMs na melanizag&do de C. neoformans. Leveduras de C.
neoformans (1 x 108 células/mL) foram cultivadas por 72 h em meio minimo
suplementado com os AcMs HC6/DD11 ou AF1/CC5 em diferentes concentracoes
(0,2 a 25 pg/mL) com e sem adicdo de 1 mM de L-DOPA. A placa submetida a
centrifugacéo e a formacgéo do pigmento foi avaliada visualmente (A) e quantificada
por densitometria (B e C) (*p<0,05; ** p<0,01 e *** p<0,001).
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6.3. Teste de sobrevivéncia apés tratamento com os AcMs

6.3.1. Infec¢cdo com C. neoformans e tratamento com AcM HC6/DD11

Os camundongos foram letalmente desafiados com um inéculo i.p. de 1 x 10°
células de C. neoformans. Apds 2 h foram tratados com PBS (controle negativo),
IgM nao relacionada 500 pg/animal e concentragdes de 500, 250 e 100 pg/animal via
i.p. de AcM (HC6/DD11). O AcM HC6/DD11 foi escolhido para os ensaios de
sobrevida por apresentar maior atividade antifingica in vitro quando em associagao
a AmB.

Todos os animais tratados com AcM morreram em até 28 dias pds infeccéo,
incluindo a IgM néo relacionada e o grupo nao tratado, ndo havendo diferenca

significativa entre os grupos tratados (Figura 26).
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Figura 26: Curva de sobrevivéncia apés tratamento com AcM H6/DD11.
Camundongos Balb/C foram desafiados letalmente via i.p. com 10° células de C.
neoformans (H99). Apds 2 h os animais foram tratados com 100, 250 ou 500 pg/mL

do AcM HC6/DD11. Como controle, os animais foram tratados somentecom PBS.
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6.3.2. Infeccdo com C. neoformans e tratamento com AcM HC6/DD11

associado ao antifungico AmB

De acordo com os dados anteriores, 0 AcM sozinho ndo apresentou efeito
antifangico in vivo, sendo assim foi testado o efeito em combinagdo com a AmB.

A taxa de mortalidade dos animais infectados com C. neoformans n&o
tratados (sistema controle, PBS) foi de 100% no 28° dia pés infec¢do, enquanto os
animais tratados com AcM permaneceram vivos até o 29°dia. No grupo dos animais
tratados apenas com AmB a 0,25 mg/kg, 100% de mortalidade dos animais ocorreu
somente no 37° dia, enquanto o grupo tratado em combinacéo (AcM -85 pg/animal -
com AmB - 0,25 mg/kg -) apresentou 100% de sobrevivéncia. No grupo controle
tratado com a dose padrdao de AmB (2,5 mg/kg) nenhum animal veio a 6bito (dado
nao mostrado). Desta forma, a combinacdo de AcM HC6/DD11 e uma dose sub-
inibitéria de  AmB produziram 100% de sobrevivéncia de animais letalmente
infectados em nosso modelo (Figura 27).
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Figura 27: Curva de sobrevivéncia ap0s tratamento com o AcM H6/DD11 e AmB
isolados ou em associacdo. Camundongos Balb/C foram desafiados letalmente via
i.p. com 10° células de C. neoformans (H99). Apés 2 h os animais foram tratados
isoladamente com 85 pg/animal do AcM HC6/DD11 ou com 0,25 ou 2,5 mg/kg de
AmB. Os animais foram também tratados com a combinacdo de AcM (85 pg/animal)
e AmB (0,25 mg/kg). Animais tratados somente com PBS foram utilizados como

controle.
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6.4. Modelagem Molecular

Com o intuito de futuramente humanizar os AcM murinos, foi realizado um

alinhamento das cadeias leve e pesada dos AcMs HC6/DD11 e AF1/CC5 com o

banco de dados de anticorpos humanos do IMGT (http://imgt.org/3Dstructure-

DB/cgi/DomainGapAlign.cgi). As sequencias que apresentaram maior homologia
para HC6/DD11 cadeia pesada e leve foram, respectivamente, IGHV3-11*01 e
IGKV1-16*01, enquanto para o AF1/CC5 foram, respectivamente, IGHV3-73*01 e
IGKV1-17*03. Os aminoacidos que diferiram entre as sequéncias murinas e
humanas foram substituidas pelos aminoacidos presentes na framework dos
anticorpos humanos.

Para obter as estruturas tridimensionais dos anticorpos HC6/DD11 e AF1/CC5
murinos e humanizados foi utilizada a metodologia de modelagem molecular. Um
alinhamento local através do BLASTp (Basic Local Alignment Search Tool)) contra o
banco de dados PDB para a escolha e selecao das proteinas molde foi realizado.
Como modelo para o AcM HC6/DD11 murino a sequéncia 4UOR foi utilizada,
enguanto para AF1/CC5 murino as sequéncias 51JK e 3NFT foram selecionas para a
cadeia pesada e leve, respectivamente. Com relacdo ao humanizado do HC6/DD11
foi utilizada a sequéncia 5F72, enquanto para o AF1/CC5 cadeia pesada e leve
foram 6MAM e 3NFP, respectivamente.

A construcdo dos modelos tridimensionais foi feita utilizando o programa
Modeller 9.19. Os modelos murinos e humanizados obtidos foram submetidos a
minimizacdo de energia utilizando o programa Wincoot e alinhados entre si para

determinar as estruturas preditas (Figura 28).
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Figura 28: Modelagem molecular. As sequéncias das regifes variaveis dos
anticorpos HC6/DD11 e AF1/CC5 obtidas por sequenciamento foram humanizadas e
um modelo tridimensional foi desenhado utilizando diferentes programas conforme
detalhado nos Materiais e Métodos. Imagem representativa da sobreposi¢éo in
silico do anticorpo murino e do anticorpo humanizado (A e B). Em cinza claro estédo
representados os fragmentos scFv dos AcMs murinos e em cinza escuro 0S
fragmentos scFv dos AcMs humanizados. L-CDRs representam os CDRs das

cadeias leves e H-CDRs correspondem aos CDRs das cadeias pesadas.

58



7. DISCUSSAO

Diversas pesquisas tém demonstrado que anticorpos monoclonais podem ser
protetores contra infeccbes fungicas (Guerriero et al. 2019). Proteinas,
polissacarideos, pigmentos e até mesmo glicolipidios fungicos se apresentam como
potenciais alvos para a agdo de anticorpos protetores (Robertson & Casadevall
2009, Guerriero et al. 2019). Nosso laboratério demonstrou previamente que o
bloqueio de quitooligdbmeros de parede celular é benéfico para o controle da
criptococose animal (Fonseca et al. 2009). Dessa forma, escolhemos a quitotriose,
um oligdmero de quitina, como alvo para o desenvolvimento de AcM com potencial
protetor.

Em nossos estudos os AcMs selecionados foram todos pertencentes ao
isotipo IgM kappa, sugerindo uma expanséao clonal oriunda de células de memoaria
do tipo IgM (Racine & Winslow 2009, Capolunghi et al. 2013). Essa hip6tese esta de
acordo com o uso do antigeno na sua forma pura, sem adicdo de adjuvante, na
Gltima imunizacdo, o que pode ter propiciado inducdo de células B de memoria
produtoras de anticorpos do tipo IgM, o que é comum em processos de resposta
humoral contra infec¢gBes bacterianas, virais e fungicas (Capolunghi et al. 2013).

A estratégia de imunizacdo com C. gattii foi adotada para expor o sistema
imune do hospedeiro a complexa estrutura fangica, ao qual inclui a quitina e seus
oligbmeros. Essa estratégia foi adotada em detrimento da utilizacdo da imunizacéo
de quitotriose-BSA, visto que o uso da molécula conjugada gerou AcM contra o
ligante (de origem desconhecida) da molécula de interesse e o BSA. Desta forma, a
exposicao ao fungo seguido da quitotriose pura combinada com AIOH3 foi uma
estratégia para inducéo da resposta humoral e consequente producéo de anticorpos
frente ao alvo de interesse (Petrovsky & Aguilar 2004, Haji-Ghassemi et al. 2015).
Apesar de ndo ter gerado IgG, supomos que pelas caracteristicas do antigeno,
ocorreu maior proliferacdo de células de memoaria do tipo IgM.

Em modelos murinos foram identificadas células B de memodria produtoras de
IgM. Essas células se distribuem no baco e apresentam capacidade de expansao
frente a um antigeno estimulador de respostas célula T-independentes (Racine &
Winslow 2009). Estas células B de memoaria do tipo IgM proliferam de acordo com o
alvo e voltam aos centros germinativos secundarios para provocar a troca de classe
(Phan & Tangye 2017). Entretanto, a rapida expansao seguida da geracdo de

células plasmaticas independentes de células T propicia 0 acumulo maior de
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plasmadcitos produtores de IgM, provavelmente pelo estimulo provocado pela
quitotriose (Phan & Tangye 2017).

A partir da analise de sequenciamento foi possivel identificar 2 AcMs
diferentes oriundos dos 9 hibridomas. Diante disso, foram iniciados testes funcionais
com dois géneros de fungos diferentes daquela realizada na imunizagdo, com o
intuito de demonstrar a distribuicdo do alvo escolhido em diferentes patdégenos
fungicos. Para tal, foi realizada uma padronizacdo de ELISA com poli-l-lisina tanto
para as células fungicas quanto para os outros tipos celulares, visto que a utilizagéao
da célula direta ao substrato ndo apresentou uma aderéncia suficiente para o sinal,
bem como a utilizacdo de Anti-GXM para imobilizar Cryptococcus gerou sinal
inespecifico e ndo poderia ser usado contra outras células. Cabe ressaltar que a
utilizacdo de poli-l-lisina foi realizada principalmente pela grande quantidade de
carga negativa da cépsula polissacaridea de C. neoformans e C. gattii (Nosanchuk
1997, Azze et al. 1999) e pelo fato de auxiliar na imobilizagéo de outras células.

Nossos dados mostraram a seletividade dos AcMs para reconhecimento de
fungos, o que poderia implicar seu potencial uso como ferramenta no diagndéstico
diferencial em casos de suspeita de patologias com caracteristicas clinicas
semelhantes, porém causadas por patbgenos de natureza distinta (Drgona et al.
2014, Bongomin et al. 2017).

Essa hipbtese é corroborada pelos dados de cinética de ligacdo obtidos por
SPR, que demonstraram que a afinidade dos AcMs aqui desenvolvidos
aparentemente se restringe a moléculas de quitotriose. Por se tratar de uma técnica
muito sensivel, sugerimos que, caso sejam aplicados em testes diagnésticos, os
AcMs contra quitooligbmeros teriam baixa chance de produzir resultados falso-
positivos. Nesse sentido, os AcMs aqui testados por SPR ndo apresentaram
variacOes significativas nos valores de KD e KA quando testados na presenca de
diferentes concentragcbes do analito, o que leva a crer que independente da
concentracdo do antigeno o anticorpo se liga com a mesma afinidade e
especificidade, sugerindo que o possivel uso dele in vivo poderia ser funcional, ja
gque em concentracbes muito baixas do antigeno este se ligaria ao AcM e a
modulacao da resposta imunoldgica poderia ser ativada.

Estudos anteriores do grupo demonstraram por microscopia confocal que os
quitooligbmeros de C. neoformans se distribuem em polos especificos da superficie
celular (Rodrigues et al. 2008). Nossos resultados com os AcMs revelaram padroes

semelhantes. Além disso, os AcMs apresentam uma marcacao difusa de forma basal
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no restante da célula. Foi demonstrado que imunofluorescéncia utilizando AcM 31,3
glucana em C. albicans aumenta a marcacéao difusa na periferia celular, sugerindo a
acao das quitinases que atuariam nas microfibrilas da quitina, diminuindo seu
comprimento para possibilitar nova incorporacdo a parede celular, o que corrobora
com o padrdo do AcM desenvolvido (Sherrington et al. 2017). Sendo assim,
podemos supor que além da marcacdo, os AcMs podem de alguma forma ampliar a
atividade de quitinase enddgena o0 que poderia gerar um padrao difuso,
consequentemente aumentando o namero de sitios disponiveis para a ligacdo dos
AcMs (Fonseca et al. 2009, Sherrington et al. 2017).

A partir da alta especificidade dos AcMs aos quitooligdbmeros, podemos
sugerir um grande potencial no diagnostico diferencial de infec¢des fungicas, visto
gue quitina e seus derivados ndo sdo encontrados na parede de bactérias, por
exemplo (Shatzmiller et al. 2018). Uma das formas mais Uteis no diagndéstico de
organismos patogénicos é a identificagdo de antigenos e no caso das infecgbes
fungicas isso pode direcionar a estratégica terapéutica e o prognostico da doenca
(Theel & Doern 2013, Lamoth 2016).

A BDG é uma dos principais componentes da parede celular de varios fungos
medicamente importantes (Fesel & Zuccaro 2016) e é utilizado na identificacdo de
IFI, sendo incluido em 2008 como um dos critérios para diagnostico de doencas
fungicas invasivas pela Organizacdo Européia para Pesquisa e Tratamento do
Cancer (Donnelly 2008). Entretanto, existem casos relatados de falso-positivos
como: hemodialise com membranas de celulose, administragdo de antimicrobianos
contendo BDG, além de pacientes com infec¢gbes bacterianas (Albert et al. 2011).

Sendo assim, os AcMs apresentam um espectro potencial maior contra
infeccdes fungicas, visto que derivados de quitina sdo amplamente distribuidos entre
os fungos, enquanto o diagnostico de BDG néo detecta certas espécies de fungos,
como Cryptococcus sp. e Blastomyces dermatitidis por produzirem niveis muito
baixos de BDG. Entretanto, a associacdo do diagnéstico de BDG com o AcM anti-
quitooligbmero poderiam confirmar com maior precisdo casos de infeccbes por
Pneumocystis, visto que espécies deste género apresentam niveis basais ou nao
possuem quitina em sua parede, mas possuem alta sensibilidade para BDG no soro
(Onishi et al. 2011).

Diversos estudos buscam analisar a combinacdo de farmacos e consequente
diminuicdo das concentragfes individuais de cada farmaco, o que pode resultar

efeitos colaterais e 0 surgimento de resisténcia (Butts et al. 2017, Spitzer et al. 2017,
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Nicola et al. 2019). Desta forma concentracdes subinibitérias de AmB e FLC foram
testadas em combinagcdo com diversas concentragcdes dos AcMs. Os AcMs,
isoladamente, ndo apresentaram ac¢do antifingica, mas tiveram efeitos inibitérios em
combinacdo com os farmacos. Nao sdo ainda conhecidas as razdes para essa
observacdo, mas especulamos que os AcMs poderiam promover desestruturacéo da
parede celular, facilitando assim o acesso de AmB e FLC aos seus alvos celulares,
potencializando assim o0s seus efeitos. Esses dados dao suporte a estudos que
sugerem que combinacdo de dois ou mais farmacos em doses reduzidas séo
benéficos para o tratamento de infec¢cdes fungicas (Chang et al. 2017, Sousa
Pinheiro et al. 2017, Mourad & Perfect 2018).

O desenvolvimento de anticorpos monoclonais contra alvos fungicos vem
sendo explorada ao longo das duas ultimas décadas (Casadevall & Scharff 1991,
Dromer & Charreire 1991, Rosas & Nosanchuk 2001). Dois anticorpos se destacam
nesse grupo, incluindo o AcM 18B7 contra GXM de Cryptococcus e 2G8 contra 8 1,3
glucana de Candida, que apresentaram efeito fungicida em combinacdo com AmB
(Casadevall et al. 1998, Rachini et al. 2007). Ambos tém a caracteristica de tornar
mais eficiente a capacidade do hospedeiro de controlar micoses sistémicas (Ngel et
al. 2001, Casadevall & Pirofski 2007b). Assim, a imunomodulagédo conferida por
anticorpos monoclonais pode ajudar no tratamento de micoses invasivas.

Mecanismos classicos de acdo de anticorpos incluem efeitos diretos como
neutralizacdo de toxinas, e efeitos cooperativos, como mediados por células
efetoras, aumento da fagocitose por opsonizagdo (Casadevall & Pirofski 2007b),
ativacdo e fixacdo do complemento e citotoxicidade celular dependente de
anticorpos (Casadevall & Pirofski 2004). Nos ultimos anos, mecanismos adicionais
de acdo de anticorpos contra fungos foram evidenciados, incluindo inibicdo do
crescimento (Torosantucci et al. 2005), inibicdo da formacgé&o de biofilme (Martinez &
Casadevall 2005b), inibicdo da aderéncia e germinacao (Moragues et al. 2003) e
inibicdo da formacdo de melanina (Rosas & Nosanchuk 2001). Os AcMs
desenvolvidos afetaram a melanizacdo e a formacao de biofilme, dados similares
aos descritos para o AcM anti-GXM 18B7 e o AcM 11B11, respectivamente (Ngel et
al. 2001, Martinez & Casadevall 2005b).

Os biofilmes fungicos apresentam uma estrutura tridimensional complexa com
uma heterogeneidade espacial diversa (Wu et al. 2017). A consolidag&o do biofilme
a algum substrato depende de diversas fases que passam pela aderéncia, iniciagao

da formacé&o do biofilme, proliferacédo, maturacdo e dispersdo. A fase de dispersao é
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um desdobramento das etapas na formacédo de biofilme e inclui a liberacdo de
células ndo aderentes em uma matriz extracelular (ME), caracteristicas na formacao
de biofilme de C. albicans (Mitchell 2011). A partir desse raciocinio, analisamos
diferentes tipos celulares para verificar a formacéo de biofilme na sua fase inicial de
aderéncia, bem como na fase de maturacao e disperséo.

Para tal, realizamos duas analises, a primeira com a lavagem das células e
remocdo das células ndo aderentes e a segunda sem lavagem. Em ambos os
sistemas os AcMs foram capazes de inibir a formagéo de biofilme em C. albicans,
apresentando papel mais significativo no sistema nédo lavado. Cabe ressaltar que no
sistema nado lavado, o biofime é mais maduro com uma ME estabelecida, que
representa um mecanismo de resisténcia do biofilme maior. Desta forma, supde-se
gue a possivel desorganizacao da parede fungica ndo propiciou a melhor aderéncia
ao substrato e ndo permitiu a proliferacdo da forma filamentosa que propiciassem a
maturagéo do biofilme (Wu et al. 2017).

Com relacdo ao Cap67 foi possivel observar a mesma caracteristica
apresentada em C. albicans para ambos os sistemas, porém a maturidade do
biofilme se relaciona com GXM e apesar de ser acapsular ja foi descrito uma
qguantidade substancial de GXM em cultivos (Grijpstra et al. 2009). Desta forma
assim como em relacdo ao C. neoformans € possivel supor que os AcMs
apresentem papel no desarranjo da parede fungica e consequentemente
desorganizacdo de polissacarideos capsulares e liberacdo, acarretando na
desestabilizac&o do biofilme (Martinez & Casadevall 2005b).

Diversos estudos sugerem que a quitina € necesséaria para a deposicdo de
melanina na parede celular fangica (Banks IR, Specht CA, Donlin M, Grik KJ 2005,
Fonseca et al. 2009). O pigmento, por sua vez, € benéfico para a progressdo da
doenca (Fang et al. 2001, Montes et al. 2015). Os AcMs aqui estudados
apresentaram acao inibitéria total ou parcial sobre a pigmentacdo, o que supde a
possivel fragilidade imposta pelos anticorpos a parede fungica. Além do efeito direto
sobre a parede e consequente impedimento no acumulo da melanina, os AcMs
podem ter afetado a expressdo de lacase, enzima responsavel pela sintese de
melanina, ja que esta possui sua localizacdo na parede do fungo (Zhu et al. 2001).
Além disso, devido a indicagcdo da localizacdo na parede celular, a possivel
desagregacao da parede pode diminuir a acdo da lacase o que dificultaria a
interacdo com substancias extracelulares (L-DOPA) resultando na diminuicdo da
melanizagcdo (Camacho et al. 2017). Embora nenhuma das duas hipdteses tenha
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sido testada, a capacidade dos AcMs de inibir a melanizacdo poderia representar
uma importante vantagem terapéutica, dado o papel fundamental da melanina na
viruléncia fangica (Azevedo et al. 2016). Finalmente, a melanizacdo e formacéo de
biofilme protegem varios fungos patogénicos contra farmacos antifingicos (Wu et al.
2017, Joffe et al. 2018). Dessa forma, a inibicdo desses processos produziria
vantagens adicionais no controle das infec¢gdes causadas por fungos.

Diante do cenario de grande potencial terapéutico dos AcMs aqui estudados,
0s mesmos foram testados com relacdo a sua capacidade de promover inibicdo de
criptococose animal na presenca de uma concentracdo subinibitéria de AmB. Essa
combinagdo produziu 100% de sobrevivéncia de animais infectados com doses
letais de C. neoformans. Os mecanismos pelos quais essa condicdo foi atingida
ainda sdo obscuros, mas estudos na literatura indicam que os AcMs poderiam
exercer uma funcédo imunomoduladora direta e indireta a favor do hospedeiro (Rivera
et al. 2005, Rodrigues et al. 2007). O aumento de IFN-gamma polariza para uma
resposta Thl, ativando macrofagos e consequente eliminacdo de C. neoformans
(Rivera et al. 2005). Além disso, as Igs podem ter propriedades pré6 ou anti-
inflamatorias, dependendo das interacbes entre anticorpos e receptores do
hospedeiro. IgM esta relacionada a sua capacidade de ativar o complemento,
enquanto a funcao da IgG € mais complexa, na medida em que € capaz de ser pré
ou anti-inflamatoria, dependendo da quantidade de anticorpo, sendo assim
representando uma acédo de controle ou disseminacdo da doenca (Casadevall &
Pirofski 2012b).

As formulac6es de AmB indicadas para infec¢des flngicas invasivas variam
enormemente em eficacia, seguranca e custos (Borba et al. 2018). As formulacdes
denominadas convencionais sdo de baixo custo, mas incluem efeitos colaterais
expressivos. As formulagbes mais efetivas e menos toxicas sao representadas pela
AmB lipossomal, que pode gerar custos até R$400.000 por paciente (Borba et al.
2018). No Brasil, apenas a formulacdo convencional é fornecida pelo Sistema Unico
de Saude (SUS). Embora a AmB convencional apresente aspectos criticos de
toxicidade para o hospedeiro, os altos custos de aquisicdo de AmB lipossomal
impedem seu uso em larga escala no Brasil, dados os valores atualmente
praticados. Esse cenario revela que agentes capazes de reduzir as doses
terapéuticas de AmB podem impactar positivamente o tratamento das micoses

disseminadas.
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A humanizacdo in silico apresenta pequenas diferencas estruturais dos CDRs
de ambos os AcMs murino com relagdo aos AcMs humanizados, o que supde boas
estruturas para sintetizar os genes para humanizacdo. Além disso, a possibilidade
de conjugacdo com farmacos pode possibilitar uma alternativa na diminuicdo de
custos e consequente aumento na eficacia de tratamento.

Em resumo, os AcMs desenvolvidos nesse estudo apresentam potencial para
uso como ferramentas auxiliares em diagnostico e terapia de infecgdes fungicas. O
uso dos AcMs contra quitooligbmeros como um biofarmaco para o tratamento de
doencas fangicas em combinacdo com doses menores de AmB, que diminuiria 0s
efeitos colaterais, poderia diminuir os custos do SUS com terapia e internagdes,
considerando a capacidade instalada da Fiocruz para producdo de anticorpos
monoclonais, ampla insercdo com o SUS e longa tradicdo de producdo de insumos

com impacto altamente positivo sobre a saude da populacao brasileira.
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8. CONCLUSOES

1. Os anticorpos monoclonais anti-quitooligdmeros foram desenvolvidos pela
técnica de hibridoma. Esses anticorpos se mostraram capazes de se ligar
a fungos patogénicos;

2. A estratégia de imunizacdo adotada com o estimulo do camundongo com
células fixadas se mostrou eficaz para a selecédo de linfocitos B produtores
de anticorpos anti-quitooligdbmeros, em detrimento da classica técnica de
imunizacdo apenas com antigenos purificados;

3. Os ensaios de ELISA, imunofluorescéncia e Dot Blot foram padronizados
e se mostraram eficazes na ligacdo de mais de um género fungico
analisado;

4. Os AcMs tiveram sua especificidade por quitooligbmeros fungicos
confirmada por ensaios sorolégicos convencionais e sua afinidade pelos
mesmos comprovada por ensaios de ressonancia plasmonica;

5. Os AcMs foram capazes de inibir pigmentacao de C. neoformans;

6. Os AcMs apresentaram efeito preventivo na formacéo de biofilme de mais
de um género fangico analisado;

7. O anticorpo HC6/DD11 apresenta efeito protetor em combinagdo com

concentracfes sub-inibitérias de AmB.
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