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RESUMO

O aumento no numero de pacientes imunocomprometidos no final do século XX acompanhou um
crescimento na incidéncia de doencas oportunistas, com o surgimento de mais casos de individuos
infectados por fungos patogénicos. Entre os patdgenos relacionados a morbi-mortalidade dessas
infeccOes, destaca-se o fungo Candida albicans. Este esta presente no organismo humano de forma
saprofitica, porém em situacdes de desequilibrio microbioldgico e imunoldgico, sofre dimorfismo e
provoca invasdo tecidual. Outro fungo é Cryptococcus neoformans também frequentemente
encontrado no organismo e patogénico em pacientes imunocomprometidos ocasionando
criptococcose que na forma mais grave pode atingir o sistema nervoso e provocar meningoencefalite.
Uma terceira micose que é importante destacar é a paracoccidioidomicose, que possui relevancia
clinica na América Latina e é causada por espécies do género Paracoccidioides sp. Estd mais
associada a um aspecto econdmico-social, atingindo trabalhadores rurais provocando efeitos
limitantes na qualidade de vida do paciente. Existem tratamentos com antifingicos para essas trés
infeccdes, porém os farmacos disponiveis para o tratamento dessas doencas restringem-se a apenas
alguns alvos celulares como parede, membrana e &cidos nucléicos; além de provocarem graves efeitos
adversos e ja terem sido associados a casos de resisténcia. Diante desse contexto, existe uma
necessidade de descoberta de novos farmacos, e varios estudos recentes tém buscado abordagens
terapéuticas que possam originar novas estratégias farmacologicas. Imunoterapias sdo técnicas mais
atuais e promissoras para o tratamento de doencas infecciosas, porém ainda ndo estdo disponiveis
contra fungos patogénicos humanos. Esse projeto utilizou dados de um estudo de gendmica
comparativa realizado em nosso grupo de pesquisa que identificou a o gene trrl e seus produtos como
um potencial alvo para novos antifingicos. Baseado no interesse em desenvolver novas abordagens
terapéuticas contra fungos patogénicos associado a crescente utilizacdo de imunoterapia no
tratamento de diversas doengas, a proteina Trrl, responsavel por manter o equilibrio redox da célula,
foi analisada como alvo de estudo de anticorpos. Foram produzidas proteinas recombinantes de trés
espécies de fungos patogénicos, C. albicans, C. neoformans e P. lutzii, que foram utilizadas para a
imunizacdo de camundongos a fim de gerar anticorpos policlonais. Os animais foram imunizados de
duas maneiras diferentes, 1) repetidas vezes apenas com a proteina de uma Unica espécie fungica ou

2) com as proteinas das trés espécies alternadamente. Durante 0 processo de imunizacgdo, os titulos



de anticorpos foram analisados contra os trés tipos de proteinas, a fim de determinar a capacidade de
reatividade cruzada dos anticorpos gerados. Os anticorpos policlonais foram utilizados para
imunolocalizagéo da proteina em cada uma das espécies. Por fim, linfocitos dos animais imunizados
foram fusionados com células de mieloma para a geracdo de hibridomas e producédo de anticorpos
monoclonais. Alguns anticorpos foram capazes de se ligar a pelo menos uma proteina e serdo alvo de
estudos de caracterizacdo em relacdo a toxicidade e capacidade de protecdo a fim de analisar a

potencialidade de tornarem-se uma nova abordagem terapéutica.

Palavras chave: tiorredoxina redutase, imunizacgdo, fungos, anticorpos, alvos moleculares.



ABSTRACT

The increased number of immunocompromised patients by the end of the 20th century was
followed by an incidence growth in opportunistic diseases, with the occurrence of more infected
individuals by pathogenic fungi. Among the pathogens related to morbidity and mortality of these
infections, the fungus Candida albicans should be mentioned. It is present in the human body as
saprophytic, but it can occur situations of microbiological and immunological imbalance that cause
a dimorphism resulting in tissue invasion. Another fungus is Cryptococcus neoformans often
found in the body and pathogenic in immunocompromised patients causing cryptococcosis which
in the most severe form can reach the nervous system and cause meningoencephalitis. A third
ringworm that is important to highlight is paracoccidioidomycosis, that is relevant in Latin
America and it is caused by the genus Paracoccidioides sp. This is more associated with an
economic-social aspect, reaching rural workers and causing limiting effects on the quality of life
of the patient. There are treatments targets for those diseases such as wall, membrane and nucleic
acids; besides causing serious adverse effects and have already been associated with cases of
resistance. In this context, there is a need for the discovery of new drugs, and several recent studies
have been looking for new therapeutic targets that can lead to new pharmacological strategies.
Immunotherapies are currently promising techniques for the treatment of diseases, but none has
reached the market to treat human pathogenic fungi yet. This project used data from a comparative
genomics study performed in our research group identifying the gene trrl and its products as a
potential target for new antifungals. Based on the interest in the development of new therapeutic
approaches against pathogenic fungi associated to the increasing use of the immunotherapy for the
treatment of several diseases, the Trrl protein, responsible for maintaining the redox balance of
the cell, was analyzed as a target for antibody study. Recombinant proteins from three pathogenic
fungal species, C. albicans, C. neoformans and P. lutzii, were used to immunize mice to generate
polyclonal antibodies. The animals were immunized by two different ways, 1) several times with
the protein of a single fungal species or 2) with the proteins of the three species sequentially.
During the immunization process, all antibody titers were analyzed against the three types of
proteins to check for cross reactivity. Polyclonal antibodies were used to immunolocalize the
protein in each species. Finally, lymphocytes from immunized animals were also fused with

myeloma cells for hybridoma generation and monoclonal antibody production. Some antibodies



were able to bind to at least one protein and will be target of characterization studies regarding

toxicity and protection ability in order to analyze the ability of becoming a novel therapeutic
approach.

Key words: thioredoxin reductase, immunization, fungi, antibodies, molecular target.
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1. INTRODUCAO

1.1 Contexto atual de infec¢des fungicas

A identificacdo de infeccGes por fungos patogénicos ao longo dos ultimos anos apresentou
um relevante crescimento na incidéncia de morbi-mortalidade principalmente em pacientes com
alguma imunodeficiéncia. A falha terapéutica ocasionada por farmacos toxicos, cepas resistentes
e abandono de tratamento por serem longos, entre outros motivos, sdo fatores que resultam na
necessidade de busca de novas estratégias terapéuticas, mais eficazes e seguras, para o tratamento
dessas infeccdes (Cassone e Casadevall, 2012). Nas ultimas décadas, a imunoterapia ganhou
destaque em algumas comorbidades, como cancer, esclerose multipla e outras doencas
inflamatorias, mas ainda foi restrito a doencas infecciosas tendo poucos anticorpos monoclonais
aprovados para esse uso, como na prevencdo da infeccdo pelo virus sincicial respiratorio, o
Palivizumab (Reichert, 2011).

Pouco foi realizado em relacdo a infecgdes fungicas possivelmente devido a negligencia
em relacdo a magnitude do impacto provocado na saude humana e sua respectiva incidéncia, a
baixa qualidade técnica na transferéncia da producdo em pequena escala de pesquisas para
industrial, bem como o alto custo com os estudos toxicologicos e de fases clinicas, sendo que
apenas a Fase | de estudo clinico de uma droga corresponde a um gasto de cerca de 3 a 4 milhdes
de délares (Edwards, 2012). No entanto, observa-se que o numero de estudos com anticorpos
monoclonais para o tratamento de varias doencas tem aumentado a cada ano, sendo 7 anticorpos
monoclonais aprovados para uso terapéutico no ano de 2016 e cerca de 50 estudos investigacionais
foram realizados apenas no ano de 2017. Entre os mAbs dois deles atuam em doencgas provocadas
por microrganismos, Clostridium difficile e Bacillus anthracis (Reichert, 2017).

A abordagem imunoterapéutica mais utilizada e mais difundida é a utilizacdo de vacinas
como estratégia de prevencédo de inimeras doengas infecciosas. A primeira vacina segura e eficaz
foi desenvolvida contra a variola ha mais de dois seculos, antes mesmo da identificacdo de muitos
patogenos fungicos e o desenvolvimento de farmacos contra essas infec¢des ocorreu no século XX
(Cassone e Casadevall, 2012). No entanto, mais de cinquenta anos ap0s o primeiro antifingico,
poucas classes diferentes desses farmacos foram desenvolvidas e tornaram-se disponiveis para uso
terapéutico sendo que nenhuma vacina ou qualquer imunoterapia ainda hoje estd em uso clinico

para pacientes com micoses sistémicas (Edwards et al., 2018). O tratamento clinico de um paciente
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com infeccdo invasiva deve ser analisado observando seu estado imunoldgico. Existe um
paradigma de tratamento entre individuos imunocomprometidos e simultaneamente infectados,
pois estes normalmente apresentam alta carga fingica acompanhada de baixa inflamacéo. E
necessario que o paciente tenha sua resposta imunologica restaurada a fim de combater a infeccéo
com a producdo de células de defesa, porém o excesso de reacdo também é desvantajoso por
desencadear um processo inflamatorio que caso nao seja monitorado pode ser intenso e causar a
morte do paciente (Perfect e Bicanic, 2015). Parte do agravamento e nimero de mortes associada
a candidemia esta relacionado ao tratamento inadequado por retardo no inicio do esquema
terapéutico, falta de identificacdo do patdgeno com a consequente utilizacdo de farmacos sem acao
devido a mecanismos de resisténcia do patdgeno ou até mesmo o uso de doses inadequadas para
aquele tipo de infecdo (Pfaller e Diekema, 2007).

Atualmente hd um maior interesse na investigacdo de imunoterapia nessas micoses devido
a um conjunto de fatores, como o progresso tecnoldgico que contribui no desenvolvimento de
melhores imundgenos e mais protetores (Cassone e Casadevall, 2012). O conceito de vacina em
doencas antifungicas extrapola a ideia de prevenir a infeccdo e abrange o conceito de utiliza-la
como tratamento em monoterapia ou adjuvante a um farmaco antifungico aumentando sua eficacia
e reduzindo os efeitos nocivos. O uso dessa metodologia pode envolver aplicacdo de células
inativadas, mutantes atenuados ou até mesmo de subunidades dos microrganismos (Cassone e
Casadevall, 2012). No entanto, um desafio na aplicacdo dessa técnica € determinar o momento
ideal do inicio da intervengdo j& que muitas dessas infec¢des estdo relacionanadas a pacientes
imunocomprometidos e com outras condic¢Ges clinicas limitantes e, a imunoterapia, por atuar
diretamente no sistema imunoldgico, pode tanto agravar a doenga estimulando a inflamagdo como
ainda pode apresentar uma baixa resposta devido a dificuldade no recrutamento de células imunes.
O desenvolvimento de vacinas pode ser dividido entre aquelas profilaticas, que seriam utilizadas
antes mesmo da infeccdo em pacientes suscetiveis e aquelas terapéuticas, utilizadas ja no
tratamento complementando uma terapia com outras farmacos antifangicas (Nicola et al., 2018).

Nos ultimos 15 anos, a proteina Als3 demonstrou-se um alvo molecular bastante promissor
para ser utilizado como uma vacina, sendo foco de muitos estudos. Foram testadas diferentes doses
de antigenos, sendo a mais alta 10x maior que a mais baixa, e todas protegeram os camundongos
contra a infeccdo por Candida, porém apenas a dose mais baixa estimulou resposta Thi,

concluindo-se que o titulo de anticorpos ndo se relacionava a protecdo da vacina (lbrahim et al.,
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2005). Foi ainda observado protegdo contra Staphylococcus aureus, além da Candida albicans
atraves do recrutamento de fagocitos e producéo de citocinas como IFN-y, IL-17, IL-13, I1L-10
(Linetal., 2009). Essa vacina foi estudada como profilatica, que normalmente apresenta resultados
positivos  para  organismos  imunocompetentes, porém sem  expectativas  para
imunocomprometidos, porém Als3A foi capaz de demonstrar eficacia tanto em animais saudaveis
guanto naqueles imunocomprometidos com neutropenia, utilizando a dose que se relacionava a
ativacdo de Thl (Spellberg et al., 2005; Nicola et al., 2018). Essa mesma resposta Thl foi
observada em vacinas terapéuticas utilizando células dendriticas primadas com o peptideo P-10 de
Paracoccidioides, resultando em respostas protetoras contra o fungo (Silva et al., 2017). O mesmo
peptideo ja demonstrou resultados promissores também como vacina de DNA profilatica ou
terapéutica, nesse ultimo caso, sendo capaz de erradicar a infec¢do nos pulmdes de camundongos
infectados (Rittner et al., 2012). No caso da vacina de Sap2 contra Candida, a protecao relacionou-
se ao titulo de anticorpos produzidos pelo animal, obtendo maior prote¢cdo em maiores titulagcdes
(Vilanova et al., 2004).

A utilizacdo de anticorpos monoclonais na imunoterapia € uma estratégia mais nova e
demonstra ser vantajosa por apresentar um efeito protetor logo apds a administracdo por diversos
mecanismos, como a opsonizacao, neutralizacdo, fagocitose classica e ativacdo do complemento,
além de outros efeitos, ndo classicos, como a ligacdo direta ao alvo dos mAbs desenvolvidos
contra, podendo atuar diretamente como fungicida ou fungistatico, o que ndo é muito comum
(Casadevall e Pirofski, 2007; Cassone e Rappuoli, 2010). Os mecanismos de protecdo de
anticorpos monoclonais classificados como antifingicos podem ser capazes de provocar efeitos
diretos no alvo molecular, atuar por imuno-modulacdo ou alterando a resposta imunolégica do
hospedeiro, e, por fim, esses anticorpos podem ser capazes de neutralizar toxinas liberadas por
esses patogenos (Nicola et al., 2018). Acredita-se que anticorpos capazes de bloquear a adesdo dos
patdgenos estdo mais associados a uma acdo e eficacia contra doencas da mucosa, enguanto
anticorpos que medeiam protecdo pelo aumento da fagocitose de células efetoras possam
apresentar melhor resposta contra as infecgdes sistémica (Casadevall e Pirofski, 2007). Os
anticorpos monoclonais por atuarem diretamente na resposta contra o patdgeno, ndo necessitam
da cascata de ativacao da imunidade com producdo de celulas de células T do sistema imunoldgico
do paciente para que apresentem efeito, resultando em um mecanismo mais rapido contra o

patogeno, e ainda, no caso de individuos com baixa quantidade de células CD4+, como em
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infeccGes com HIV, os pacientes ainda podem apresentar uma boa perspectiva no tratamento com
anticorpos monoclonais, favorecendo o sucesso da terapia (Medici e Del Poeta, 2015).

Um fator importante em doengas infecciosas é que muitas ja comecam a ser tratadas através
do exame clinico sem o resultado de exames laboratoriais ou identificacdo do patdgeno, o que
resulta na escolha de farmacos de amplo espectro ou que ndo sejam eficazes naquele caso
especifico. Estudos com mAbs muitas vezes se restringem a alvos especificos de determinados
patdgenos, o que idealmente requer um diagndstico especifico e diferencial da doenca para a
escolha do tratamento (Saylor et al., 2009). No entanto é importante ressaltar que os mAbs séo
mais efetivos quando utilizados no inicio da infeccdo e uma identificacdo do patdgeno pode
demorar um tempo consideravel em que seja necessario ja iniciar uma terapia medicamentosa. Em
C. neoformans, ja foram identificados anticorpos especificos capazes modular o metabolismo do
fungo e alterar a sua respectiva infeccdo (Mcclelland et al., 2010). O que observa-se nos estudos
com anticorpos, é que participacdo destes no processo de infec¢do e invasao tecidual do patogeno
é variavel e controversa, porém a auséncia de IgM na infeccdo de por C. neoformans provocou
uma maior patogenicidade (Subramaniam et al., 2010). Dessa forma os anticorpos podem atuar
modulando a imunidade do hospedeiro conferindo protecdo e evitando o estabelecimento da

infeccéo.

1.2 Caracteristicas dos fungos

Os fungos sdo organismos eucarioticos, heterotroficos, que se alimentam através de
nutrientes moleculares externos. Vivem atraves de relagdes simbidticas, comensais ou patogénicas
com plantas, animais e humanos, podendo ocasionar infec¢bes agudas, cronicas, disseminadas ou
recorrentes nesses Ultimos hospedeiros (Hube, 2009). Esses organismos sao encontrados no meio
ambiente, em geral, na forma de levedura ou na forma de micélio, alguns deles sendo capazes de
variar seu aspecto morfoldgico de acordo com as condi¢des ambientais (Shahid, 2016).

Estima-se que exista cerca de 1,5 milhdo de espécies de fungos no mundo, sendo descritos
6 mil patdgenos de plantas e entre 150 a 400 espécies fungos patogénicos humanos. Em geral sdo
encontrados no meio ambiente sem provocar infeccdo (Wa4chtler et al., 2011). A Candida
albicans, por exemplo, é encontrada no préprio organismo humano em uma relacdo comensal,
porém, em determinadas situacGes de desequilibrio do meio pode tornar-se um patégeno

oportunista. A maioria dos fungos patogénicos que provocam micoses em humanos pertencem aos
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filos Basidiomycota e Ascomycota, que se divergiram ao longo de milhares de anos em diferentes
espécies de patogenos de relevancia clinica (Figura 1), destacando-se devido a alta morbi-
mortalidade, o Cryptococcus neoformans, encontrado em pacientes imunocomprometidos em todo
o mundo, alem da prépria C. albicans. Ambos os fungos sdo 0s principais responsaveis por
infeccbes flngicas em pacientes hospitalizados e com algum tipo de supressdo imunoldgica,

resultando em mais de 30 mil casos por ano de pacientes com C. neoformans. (Figura 2).

Zygomycota
Rhizopus oryzae
Basidiomycota g Ustilago maydis

00| 100 Cryptococcus neoformans

Phanerochaete chrysosporium
100 Coprinus cinereus
Hymenomycetes lf

Schizosaccharomyces pombe

/ Onygales Histoplasma capsulatum
. : / ot 00 Uncinocarpus reesii
| Taphrinomycotina | Uf°"°mycetes\ 100 Coccidioides immitis

100 Aspergillus nidulans
100 Aspergillus fumigatus

Aspergillus oryzae
100 Eurotiales| '™ Aspergillus terreus
W 100 Stagonospora nodorum

Magnaporthe grisea
100

Neurospora crassa

100

100 Podospora anserina
100 Chaetomium globosum

Sordariomycetes LK/ — Trichoderma reesei
100 = 100 {usarium verticillioides
100 Fusarium graminearum
100 [— Botrytis cinerea

Leotiomycetes 7 L— Sclerotinia sclerotiorum

Yarrowia lipolytica
C o e :
C

100

\

"
Candida guilliermondii
Debaryomyces hansenii

dida parapsilosis
Saccharomycotina 100 f . . p .
Candida tropicalis
Candida clade IWL‘:Candida dubliniensis
100

Candida albicans

100 Kluyveromyces lactis
70 Ashbya gossypii
0.1 Saccharomyces kluyveri
10 70 Kluyveromyces waltii
[_Saccharomyces clade :/ —————— Saccharomyces castellii

— Candida glabrata

m Saccharomyces bayanus
Saccharomyces kudriavzevii
Saccharomyces mikatae
Saccharomyces cerevisiae
Saccharomyces paradoxus

100
100 60

Figura 1: Filogenia de fungos patogénicos humanos. Os fungos patogénicos apresentam caracteristicas distintas,
porém se originam de um ancestral comum que ao longo do tempo sofreu evolugbes originando diferentes filos

espécies patogénicas, de plantas (em azul) e humanos (em vermelho) (Butler, 2010).
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Fungos do género Paracoccidioides, P lutzii e P. brasiliensis, sdo encontrados em
individuos saudaveis, porém em populacGes mais especificas das regides endémicas variando de
4 a40 casos a cada 100 mil habitantes dependendo do municipio e provocando 3 a 5% de letalidade
a0 ano em seus pacientes. Entre os anos de 1996 e 2006, o namero de mortes provocadas pela
paracoccidioidomicose representou 51% do total de infecgdes fungicas e com o passar dos anos,
os Paracoccidioides tém sido identificados em mais locais na América Latina, como observa-se
na Figura 3 (Medici e Del Poeta, 2015; Martinez, 2017).
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Figura 2: Impacto causado por fungos patogénicos no nimero de internagGes por pacientes. Estudo realizado
em um hospital brasileiro identificou as principais micoses que provocaram hospitalizagdo nos pacientes durante um
ano e sua respectiva incidéncia. Criptococcose e candidemia foram as infec¢cbes com maior incidéncia do hospital no

periodo de um analisado (De Oliveira et al., 2014).
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Figura 3: Areas geograficas de distribuicio de infecgbes por Paracoccidioides. As regides foram marcadas de
acordo com a endemicidade identificando a expansdo da paracoccidioidomicose na América Latina. Primeiras areas
de endemicidade, alta endemicidade desde as Gltimas décadas do século XX, recente evidéncia de aumento de

endemicidade, areas sem casos ou raros (Martinez, 2017).

Os fungos possuem como caracteristica a presenca de parede celular em sua composicéo,
garantindo maior protecdo para suas células e favorecendo a sobrevivéncia em diversas condigdes
ambientais, atuando como uma barreira fisica de protecdo a lesdes mecanicas, moléculas
prejudiciais e lise osmdtica (Shahid, 2016). Além disso, é a estrutura que entra em contato direto
com 0 meio externo e, consequentemente, a resposta imunolégica do hospedeiro (Gow e Hube,
2012). A parede celular dos fungos é composta principalmente por carboidratos e proteinas, sendo
os principais polissacarideos da parede celular as mananas, glicanas e quitinas (Figura 4). A
quitina e a B-1,3 glucana fazem parte da camada interna da parede celular fortificando e garantindo

o formato e estrutura da parede celular e sua quantidade varia de acordo com as formas infecciosas
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dos patdgenos. Ja as mananas sdo encontradas em aspecto fibrilar na parte externa da parede
celular de forma menos estruturada, apresentam baixa permeabilidade e porosidade, afetando a
resisténcia da parede ao ataque das moléculas do hospedeiro e a entrada de farmacos antifingicos
no interior da célula (Gow e Hube, 2012). Essa estrutura nos ultimos anos foi alvo de estudos que

resultaram em uma nova classe de antiflngicos que atuam em seus compostos, as equinocandinas.

Proteinas liberadas para o meio
e reconhecidas pelo hospedeiro

PAREDE EXTERNA || | Adesinas, invasinas e fatores de
M dano tecidual

i Manana é pré inflamatéria

intermedidria
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por opsonizagdo
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inflamatéria
Quitina é antiinflamatoéria

B,1-3 glucana

L

Current Opinion in Microbiology

Figura 4: Estrutura da parede celular de um fungo patogénico. Os fungos apresentam a parede celular como a
estrutura de primeiro contato do hospedeiro com o patégeno. Dessa forma, seus componentes que sdo carboidratos e
proteinas atuam como antigenos mediadores da resposta imunoldgica. A parede celular acima pertence a C. albicans,
sendo composta por 90% de carboidratos e 10% de proteina, porém pode variar entre os diferentes fungos.

Adaptado de (Gow e Hube, 2012).

No decorrer das Ultimas décadas do século XX, foram desenvolvidos farmacos antifingicos
de diferentes classes disponiveis para o tratamento dessas doenc¢as. Entretanto, o tratamento
antifangico €, muitas vezes, dificultado pelos efeitos adversos que sdo provocados nos pacientes
em terapia, além da identificacdo de cepas resistentes (Jensen-Pergakes et al., 1998). A resposta
imunologica do organismo do hospedeiro frente a infeccdo fungica é um fator que influencia o
tratamento, ja que a resposta pode ser insuficiente a ponto de agravar a infeccdo ou exacerbada
intensificando a inflamacao, portanto existe uma chance maior de um tratamento eficaz quando o
sistema imunoldgico do paciente reage de forma equilibrada e moderada sendo capaz de realizar
a modulacdo da resposta imune controlando a infecc¢ao (Poulain, 2015).

A primeira protecdo do organismo frente ao patégeno é composta por barreiras fisicas,

como mucosas e superficies epiteliais. Apos ultrapassar essas barreiras o organismo tenta eliminar
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0 patdégeno por mecanismos da imunidade inata, que é composta pelo sistema complemento e
fagdcitos, que sdo produtores de citocinas capazes de realizar a maturacdo de células T CD4+,
ativando a imunidade adaptativa (Medici e Del Poeta, 2015). O reconhecimento do patdgeno por
receptores de reconhecimento de padrées moleculares associados a patégenos (PAMPS) por meio
do sistema complemento é a primeira defesa do organismo ap0s a invasdo pelo patégeno (Poulain,
2015). Esses padrBes sdo processados por células dendriticas e apresentados para a ativacdo da
resposta imunoldgica, na qual ocorre o recrutamento de células de defesa, neutréfilos, macréfagos
e mondcitos (Shahid, 2016). As diferentes citocinas expressas por células dendriticas e macréfagos
em resposta a invasao do patdgeno provocam a diferenciacao dos linfécitos T CD4+ (Medici e Del
Poeta, 2015; Shahid, 2016).

Estudos acerca de patdgenos humanos devem ser realizados devido ao impacto na salde
que suas doencas causam. Além disso, ainda ha muito a ser elucidado acerca do assunto, ja que
com o passar dos anos estdo sendo descobertas novas espécies, suas manifestacdes clinicas e
progndsticos. A falha no tratamento € uma preocupacgdo importante e incentiva a busca por novas
alternativas terapéuticas (Del Poeta e Casadevall, 2012; Teixeira, M. E. M. et al., 2014). Apesar
de novos farmacos antifingicos ainda ndo terem chegado ao uso clinico, nos Gltimos anos muitos
estudos promissores foram realizados para que em um futuro proximo novas abordagens
terapéuticas no tratamento de micoses atinjam o mercado e possam ser amplamente utilizadas com
eficacia e seguranca. A pesquisa e 0 desenvolvimento de novas terapias baseou-se em estratégias
diversificadas para a obtencdo de novos alvos antifingicos, desde o desenvolvimento de novas
farmacos contra os alvos ja classicos, como novas moléculas atuando contra o Er611, alvo dos
azois; até a descoberta de novas moléculas em novos alvos e vias; o estudo de genes essenciais; o
desenho racional de novos farmacos ou o uso de outros ja conhecidos em doencas diferentes
daquelas a qual foram previamente utilizados, o que foi denominado “reproposigdo de farmacos”;
além de técnicas de imunnoterapias como uso de anticorpos monoclonais, vacinas e terapia com

citocinas (Nicola et al., 2018).
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1.3 Candida albicans

O género Candida pertence ao filo Ascomycota e possui mais de duzentas espécies, sendo
um dos principais causadores de micoses oportunistas no mundo (Karkowska-Kuleta et al., 2009).
Entre essas espécies, algumas sdo patdgenos humanos que causam desde micoses superficiais até
sistémicas, principalmente em pacientes imunocomprometidos, destacando a C. albicans (Clark et
al., 1996). A doenga denominada candidiase invasiva durante muitos anos foi associada a uma
Unica espécie, porém mais de dezessete espécies ja foram reportadas por causarem esse tipo de
infeccdo em humanos, sendo que 90% dos casos estdo relacionados aos fungos C. albicans, C.
glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, e C. krusei e os outros 10% as demais espécies de Candida
ja identificadas (Pfaller e Diekema, 2007). Na tltima década, o custo de pacientes com candidiase
invasiva resultou em gastos de cerca de US $ 300 milhdes por ano em satde nos Estados Unidos
(Sanguinetti et al., 2015).

Inicialmente, cada espécie de Candida estava relacionada a um perfil de infeccdo, por
exemplo, C. glabrata era mais associada a doengas em idosos, enquanto C. parapsilosis, em bebés
até 1 anos de idade (Turner e Butler, 2014). No entanto, a epidemiologia da doenga, mudou ao
longo dos anos com a melhoria na identificacdo das espécies observando o aumento de infeccdes
causadas por espécies Candida ndo albicans, devido ao surgimento de patdgenos mais resistentes
a terapia antifungica utilizada. A incidéncia relacionada a esses patdgenos € de cerca de 63 mil
infeccdes resultando em 0,4 mortes a cada 100 mil habitantes por ano (Pfaller e Diekema, 2007,
Sanguinetti et al., 2015).

A C. albicans possui diversas estratégias para sobrevivéncia no hospedeiro, como
flexibilidade morfoldgica (Figura 5); que envolve a mudanca da forma branca, que é mais
arredondada, para a forma opaca, que € mais alongada; acasalamento; filamentac&o induzida por
contato com diferentes tipos de superficie; expressao de adesinas associada a hifas; invasao de
celulas hospedeiras induzidas por endocitose com a participagdo de invasinas ou penetracdo ativa;
liberacdo de enzimas hidroliticas, principalmente proteases, fosfolipases e lipases; obtencdo de
nutrientes das células hospedeiras; resposta ao estresse; e modificacdo do fagossomo para
promover o crescimento da hifa (Polke et al., 2015; Chin et al., 2016). As células leveduriformes
parecem estar relacionadas ao pH baixo do ambiente e alta densidade celular provocando o
processo de disseminacao no tanto no meio ambiente e quanto na corrente sanguinea, enquanto as

hifas participam do processo de invasao e dano tecidual, presenca de soro, temperatura fisioldgica,
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COg, baixas densidades celulares (Karkowska-Kuleta et al., 2009; Pukkila-Worley et al., 2009).
As hifas quando sao formadas nas células fagociticas sdo capazes de perfurar a célula imune do

hospedeiro por forgcas mecanicas e podem permitir a invasdo do fungo e sua disseminacao.
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Figura 5: Diferentes morfologias do fungo C. albicans. O fungo C. albicans pode ser encontrado em diferentes
morfologias de acordo com seu ciclo de vida e estado infeccioso. A célula quando vive de forma comensal pode ser
encontrada na forma ovalada ou na forma branca que é mais arredonda, alterando para células mais instaveis opacas
dependendo da condigdo ambiental ou iniciar um processo de formacdo de pseudohifas quando originam brotamentos.
Devido a alteragdes ambientais, pode ocorrer a transicdo morfoldgica de leveduras para hifas que irdo provocar
invasdo tecidual. Clamiddsporos sdo células de armazenamento de nutrientes encontradas em algumas condicoes
ambientais (Gow, 2013).

O fungo possui a capacidade de modular rapidamente a sua estrutura de parede celular que
interage com o sistema imunoldgico através de processos de glicosilacdo, expressao diferencial de
moléculas durante o ciclo celular e morfogénese, o que afeta os mecanismos de defesa do
hospedeiro (Poulain, 2015). Além disso, forma biofilmes complexos em substratos compostos por
uma mistura de leveduras que se aderem ao substrato e hifas na parte superior recobertas por uma
matriz fibrosa contendo muitas bombas de efluxo de farmacos. Os biofilmes normalmente
dificultam o tratamento devido a resisténcia a antifngicos e por afetar a resposta imune resultando
em uma maior patogenicidade (Mayer et al., 2013).

Essa espécie € naturalmente encontrada no organismo de individuos sadios em diversas

partes do corpo, como a boca, fazendo parte da microbiota dos seres humanos, no qual vivem por
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uma relagdo de comensalismo (Gow e Hube, 2012). A candidiase ocorre devido a um desequilibrio
entre a imunidade do hospedeiro e a capacidade oportunista do fungo, sendo dependente tanto do
sistema imunolégico quanto de sua habilidade em se adaptar a novos nichos (Karkowska-Kuleta
et al., 2009). As infeccBes por Candida sp. podem ser superficiais atingindo a cavidade oral,
faringe, esdéfago e mucosa vulvovaginal ou disseminadas caracterizando a candidiase invasiva
sistémica que apresenta alta taxa de mortalidade em pacientes internados e pode atingir qualquer
6rgdo do hospedeiro, que sdo ambientes com diferentes caracteristicas de temperatura, pH e outras
condicdes de sobrevivéncia, aos quais o fungo possui habilidade de se adaptar (Mayer et al., 2013).

A expressdo génica varia com a morfogénese do fungo e esta bastante relacionada a sua
patogenicidade, uma vez que alteracbes ambientais provocam mudancgas na forma fungica e o
inicio do processo infeccioso com invasdo dos tecidos do hospedeiro (Mayer et al., 2013). As
condi¢Bes imunoldgicas e fisiologicas dos individuos também predispdem a infeccdo, como
diabetes mellitus, uso de antibidticos, uso de anticoncepcionais, gravidez, idade, uso de corticoides
inalatorios, neutropenia; além de fatores externos como cirurgias, dialise e uso de cateteres (Mayer
et al., 2013; Pappas et al., 2018). Os diferentes pH ao qual o fungo é exposto no organismo do
hospedeiro fazem com que ele seja capaz de se adaptar tanto modulando o pH extracelular quando
induzindo a transicdo morfoldgica, 0 mesmo tipo de adaptacdo ocorre com alteracdes nutricionais
nos diferentes 6rgédos, o que é denominado plasticidade metabolica (Mayer et al., 2013).

Durante a patogénese, sdo identificados trés etapas no estabelecimento da doenca: adeséo,
invasdo e dano tecidual (Wachtler et al., 2011). Na candidiase superficial, a resposta imune é
desencadeada por ativacédo de linfocitos Th17, enquanto na infecgédo sistémica, o fungo é capaz de
disseminar-se pelo hospedeiro pela corrente sanguinea e no qual macrofagos e neutréfilos atuam
fagocitando o microrganismo (Figura 6). Os fagocitos produzem espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio, peptideos antimicrobianos, alterando as condi¢fes nutricionais e um dos mecanismos
de adaptacdo do fungo é a mudanca de obtencdo de nutrientes passando da glicdlise para a

gliconeogénese (Mayer et al., 2013).
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Figura 6: Mecanismo de infec¢édo do fungo C. albicans e interagdo com o hospedeiro. As leveduras sdo as células
que participam da colonizagdo do fungo no epitélio de mucosa, porém nédo desencadeiam um processo de resposta
imunoldgica. Devido a alteragfes nas condi¢des ambientais, as células modificam sua morfologia e formam hifas que
iniciam o processo de invasdo tecidual para a disseminacdo do fungo pelo organismo. Nesse momento a defesa
imunoldgica do organismo reconhece os antigenos do patdgeno, como a B-glucana, e inicia o processo de resposta

com a ativacdo de linfdcitos T helper do tipo Th17 (Cheng et al., 2012).

1.4 Cryptococcus neoformans

O género Cryptococcus foi descrito em 1833 por Kutzing e atualmente possui 70 espécies
patogénicas e nao patogénicas (Kwon-Chung et al., 2012). A primeira infeccao caracterizada como
criptococose foi relatada no ano de 1894 a partir do isolado de cultura de uma lesdo na tibia de
uma mulher de 31 anos na Alemanha. Inicialmente, o fungo pertenceu ao género do
Saccharomyces, porém em 1901 é foi reclassificado como Cryptococcus (Kwon-Chung et al.,
2014). A identificacdo da doenca e do género do fungo causador da criptococose resultou na
descoberta de novas espécies e observacdo de variedades antigénicas no ano de 1950, identificando
trés sorotipos, A, B e C (Kwon-Chung et al., 2014). Atualmente, relata-se a existéncia de cinco
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sorotipos de Cryptococcus (A, B, C, D e AD), sendo o A correspondente ao C. neoformans var
grubii; e D e AD ao C. neoformans var. neoformans; e, por fim, os sorotipos B e C sdo C. gatti
(Idnurm et al., 2005).

O fungo C. neoformans € um patogeno cuja morbi-mortalidade ¢ motivo de preocupacéo,
causando a criptococcose que pode ser cronica e letal para animais e humanos (Casadevall e
Pirofski, 2005). Na década de 1950, foi observado que o fungo era encontrado no solo e,
principalmente, em fezes de pombo (Perfect & Casadevall, 2011). Nos anos 1960, o diagndstico
desse tipo de fungo tornou-se mais simples pela identificacdo da atividade da urease, presenca de
melanina e de capsula (Kwon-Chung et al., 2014). Estima-se em cerca de 1 milhdo de infeccdes,
resultando em cerca de 600 mil mortes por ano, sendo a maior parte dos casos na Africa Sub-
saariana, onde ha uma alta incidéncia do virus HIV comparado ao resto do mundo (Park et al.,
2009).

O fungo é encontrado no ambiente como um basidiomiceto liberando basididésporos, uma
das formas infecciosas, que podem ser inalados e entdo convertidos para forma leveduriforme a
temperatura de 37°C no hospedeiro (Karkowska-Kuleta et al., 2009). Pode ainda ser inalado ja
como levedura dissecada e no organismo, o patdgeno pode causar infeccbes pulmonares ou
disseminar até atingir o sistema nervoso central, provocando uma meningoencefalite (Figura 7).
Apos a inalagdo do fungo, este pode permanecer latente em granulomas por muitos anos no
organismo e nunca desencadear a doenca ou até mesmo ser eliminado (Srikanta et al., 2014).

De acordo com as condi¢Bes ambientais, o fungo sofre diferentes transigdes morfoldgicas,
podendo ser visualizado atualmente nas formas shmoo, pseudo-hifas, hifas, leveduras e celulas
titds (Figura 8). As trés primeiras formas sdo mais comuns de serem visualizadas em amostras
ambientais ou condicdes laboratoriais manipuladas e raramente observadas no meio clinico, por
estarem relacionadas ao ciclo sexual do fungo (Taylor-Smith e May, 2016). Pseudo-hifas séo as
formas intermediarias de uma levedura e uma hifa verdadeira e conferem resisténcia a fagocitose
(Lin, 2009). Células leveduriformes s&o as observadas durante a infec¢édo e, por fim, células titds
séo células de levedura grandes e poliploides capazes de reduzir a fagocitose e resistir a situacdes

de estresse celular, favorecendo a viruléncia do fungo (Taylor-Smith e May, 2016).
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Figura 7: Ciclo de vida e infeccdo do fungo C. neoformans. O fungo é encontrado no meio ambiente no solo e
principalmente em excreta de pombos e pode infectar animais como gatos, coalas e bodes, além de interagir com
insetos e amebas. No ser humano o fungo pode permanecer em uma forma latente, manifestar-se como uma infeccéo
pulmonar, disseminar pelo organismo e por fim, atingir o sistema nervoso central, provocando uma
meningocriptococose. Adaptado de (Lin e Heitman, 2006).
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Figura 8: Morfologias encontradas em células de C. neoformans. O fungo pode ser encontrado nas formas de
levedura, células titds, shmoo, pseudohifas e hifas, sofrendo as transi¢des de uma forma para a outra devido a
influéncia de fatores ambientais. No hospedeiro, ao entrar em contato com as células de defesa, cada tipo morfol6gico
apresenta diferentes efeitos nas células de macréfagos responsaveis pela primeira linha de defesa do organismo.

Adaptado de Taylor-Smith e May (2016).
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A adaptacédo do fungo C. neoformans tanto no hospedeiro quanto no meio ambiente ocorre
por meio de modificacdes celulares através da inducao de fenotipos que permitem a sobrevivéncia
do patégeno e em alguns casos, fatores de viruléncia, como a capacidade de formacéao de capsula
polissacaridica, producdo de melanina e habilidade de crescer a 37 °C (Alspaugh, 2015). Foi
observado que isolados clinicos de pacientes sdo produtores de capsula e mutantes incapazes em
genes que afetam sua producdo, apresentam viruléncia reduzida ou sdo avirulentos (Chang e
Kwon-Chung, 1994; Hull e Heitman, 2002). Outras caracteristicas estudadas que se relacionam a
sobrevivéncia do patdégeno e o estabelecimento da infeccdo sdo a parede celular, morfogénese,
sobrevivéncia a diferentes tipos de estresse , e também, a producdo de enzimas como a fosfolipase
e a urease (Olszewski et al., 2004; Djordjevic, 2010).

Um dos principais fatores de viruléncia do fungo e amplamente estudada é a capsula
polissacaridica, formada por manoproteinas, &cido hialurénico, &cido sialico e dois compostos de
destaque, a glicuroxilomana (GXM) e galacto-glicuroxilomanano (GalGXM) (Kwon-Chung et al.,
2014). Sua formagéo, bem como seu tamanho variam de acordo com a resposta desencadeada pelo
contato com o meio ambiente e seus estressores, modulando a expressao génica, (Kwon-Chung et
al., 2014; Alspaugh, 2015).

A capacidade de produzir melanina € outro fator associado a viruléncia do C. neoformans,
que protege o fungo contra estresse ambiental e, no hospedeiro, apresenta uma capacidade
imunomodulatéria (Trofa et al., 2011). Esse pigmento, depositado na parede celular, € sintetizado
pela enzima lacase apenas na presenca de alguns substratos e acredita-se que seja formado por
compostos fendlicos e inddlicos (Nosanchuk e Casadevall, 2003). A habilidade do fungo em
crescer e proliferar a 37°C é determinante para que o este seja capaz de sobreviver no hospedeiro
e estabelecer sua patogenicidade, uma caracteristica que o C. neoformans possui e por isso, é capaz
de provocar a criptococose (Kwon-Chung et al., 2014).

Entre as enzimas que foram associadas a viruléncia de C. neoformans, a fosfolipase é um
grupo que pode ser destacado, clivando fosfolipidios que originam em compostos importantes para
0 a sobrevivéncia do fungo (Alspaugh, 2015). Essa enzima demonstrou em C. neoformans ser
importante durante a infecgdo do fungo no hospedeiro, favorecer a adesdo do fungo nas células
pulmonares do hospedeiro e permitir a sobrevivéncia no interior de macrofagos.(Cox et al., 2001,

Chayakulkeeree et al., 2008). Outra enzima que esta associada a viruléncia é a urease, que possui
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destaque por ser capaz de atravessar a barreira hematoencefalica, possivelmente, desempenhando

um papel importante na invasao do sistema nervoso central (Olszewski et al., 2004).

1.5 Paracoccidioides lutzii

O género Paracoccidioides foi observado pela primeira vez em 1908 por Adolph Lutz,
porém nomeado apenas em 1930 (Mendes et al., 2017). Durante muitos anos acreditou-se que
existia apenas a espécie P. brasiliensis, que atualmente é dividida em quatro grupos de acordo com
estudos filogenéticos, S1, PS2, PS3 e PS4 (Goldani e Sugar, 1995; Matute et al., 2006). Nas
décadas de 2000, uma nova espécie, conhecida como Pb-01 like foi estudada até ser oficialmente
descrita e proposta como a espécie P. lutzii (Teixeira et al., 2009; Teixeira, M. E. M. et al., 2014).
Recentemente, novas trés espécies foram propostas para o complexo Paracoccidioides, P. américa
(PS2), P. restrepiensis (PS3) e P. venezuelensis (PS4) (Turissini et al., 2017). As espécies desse
género sdo fungos termodimorficos endémicos que pertencem ao filo Ascomycota encontrados
por toda a América Latina, do México a Argentina e, na América do Sul principalmente no Brasil
e na Colémbia. (Bagagli et al., 2008).

Os fungos desse género sdo agentes etioldgicos da paracoccidioidomicose (PCM), uma
micose sistémica que atinge principalmente trabalhadores rurais que estdo diretamente em contato
com 0 solo em areas rurais ou de desmatamento, podendo inalar aerossois contendo particulas
fungicas. Devido a esse perfil de pacientes, essas infec¢des no Brasil sdo mais encontradas nas
regibes onde a agricultura é area de fronteira agricola, como Centro-Oeste e Norte do Pais
(Teixeira, M. M. et al., 2014). Existem ainda, fatores como a moradia, nutricdo, condi¢des de
trabalho e higiene que tornam esse tipo de individuo mais suscetivel as infec¢des, aléem do uso de
alcool e tabaco (Fortes et al., 2011). Apesar desse perfil de pacientes, acredita-se que cerca de 50%
da populagdo das regides endémicas ja tenham tido alguma exposicao a esses patdgenos (Shikanai-
Yasuda et al., 2006). Existe uma predominancia em homens sendo cerca de 10 a 15 homens
infectados para cada mulher, devido a um efeito do estrégeno na inibicdo da transformagdo do
fungo para levedura (Shikanai-Yasuda et al., 2006; Bocca et al., 2013).

A incidéncia da paracoccidioidomicose assim como outras micoses nao apresentou
alteracdes significativas com o aumento de pacientes imunocomprometidos, atingindo também
pacientes com o sistema imunoldgico em equilibrio, porém ndo se deve descartar a ocorréncia

dessa infeccdo no momento de diagndstico de uma micose em pacientes com HIV em regibes
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endémicas. Existem poucos relatos de infecgOes por Paracoccidioides nesse grupo de pacientes,
mas acredita-se que os dados sdo subestimados e que a ocorréncia seja baixa devido ao uso de
trimetropim-sulfametoxazol realizado na profilaxia de pneumonia causada por Pneumocystis
carionii, que também é um farmaco muito eficaz contra P. brasiliensis (Goldani e Sugar, 1995).

Este patdgeno apresenta-se como levedura a 37°C no hospedeiro e a temperatura ambiente
(22 & 25°C) na forma de micélio. O fungo é encontrado na forma saprofitica no meio ambiente em
locais umidos ja devastados, porém tem sido encontrado frequentemente associado as espécies de
tatu Dasypus novemcintus e Cabassous centralis (Teixeira, M. M. et al., 2014). Geralmente, o
fungo é encontrado como micélio no solo, liberando artroconidios que podem dispersar-se e ambas
as estruturas podem ser inaladas atingindo os bronquiolos onde a expressao de genes se altera
ocorrendo transformacdes estruturais e funcionais, aumentando a produgdo de a-1,3-glucana na
parede celular, que passa a ser o principal polissacarideo da parede para que ocorra a transicao
morfoldgica do fungo para leveduras, que é a forma patogénica do fungo, o que pode ser observado
na Figura 9 (San-Blas et al., 2002; Mendes et al., 2017).

Inalagdo de artroconidios
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Figura 9: Ciclo de vida dos fungos do género Paracoccidioides. Os fungos desse género sdo encontrados a
temperatura ambiente na forma de micélio em locais Umidos, arvores e tocas de tatu, infectando principalmente
trabalhadores rurais por terem mais contato com o solo. Os artroconidios liberados podem ser inalados e atingir os
bronquiolos onde ird ocorrer uma transicdo morfoldgica para leveduras, apresentando-se em sua forma patogénica,
que pode permanecer em laténcia por muitos anos, provocar infeccdo aguda e ainda disseminar para 0 organismo
(Bagagli et al., 2008).
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A doenca ¢ dividida em forma aguda ou subaguda, conhecida como tipo juvenil, que atinge
3 a 5% da infecgdes causadas pelo fungo, sendo observada principalmente em criancas e
adolescentes e, atingindo, normalmente, pacientes de ambos os sexos (Franco et al., 1987,
Shikanai-Yasuda et al., 2006). Essa forma pode ser moderada ou severa e quando nao é tratada
pode provocar a rapida disseminacdo do fungo atingindo os pulmdes, ganglios, baco, figado e
outros orgaos (Shikanai-Yasuda et al., 2006). A forma crbnica, que ocorre em 90% dos casos,
afeta adultos e provoca lesdes unifocais, quando apenas um 6rgdo é afetado, ou multifocais,
quando envolve mais de um 6rgdo, normalmente pulmdes e mucosa oral; e, por fim, a forma
sequelar pode se manifestar como uma doenca pulmonar crdnica obstrutiva ou mesmo fibrose nos
6rgdos infectados decorrente do processo de formacdo de granulomas, (Franco et al., 1987,
Shikanai-Yasuda et al., 2006). Em pacientes com HIV, a doenca manifesta-se de forma
disseminada provocando febre, perda de peso, linfadenopatia, esplenomegalia, hepatomegalia,
erupcdes cutaneas e pode chegar a provocar sintomas neurolégicos (Goldani e Sugar, 1995).

A interagdo patdégeno-hospedeiro durante a infecgdo resulta na sintese de citocinas que
ativam linfécitos T, podendo ainda ocorrer a participacdo de neutrdfilos na defesa inicial, poréem
o resultado é a formagdo de granulomas com predominio de células T CD4+ (Goldani e Sugar,
1995; Shikanai-Yasuda et al., 2006). O tratamento do paciente envolve melhoria da resposta
imunoldgica do organismo contra o patdgeno e o uso de antifingicos, 0 que resulta no controle
dareplicacdo do fungo, porém podem ndo eliminar todos 0s microrganismos, que permanecem em
granulomas de forma latente por muitos anos (Shikanai-Yasuda et al., 2006). A resposta do
hospedeiro frente a infec¢éo depende ainda de outros fatores como sexo, idade, estado nutricional,
quantidade de fungo inalado e até mesmo fatores genéticos individuais de cada paciente (Mendes
etal., 2017).

1.6 Farmacos antifungicos utilizados na clinica

O primeiro avango no tratamento de infecgdes fungicas ocorreu com o desenvolvimento
de polienos e a utilizacdo da anfotericina B por infusdo em infecgfes graves na década de 1950. O
farmaco, embora apresentasse um bom efeito antifungico, causava efeitos adversos graves nos
pacientes, como a nefrotoxicidade (Maertens, 2004). A busca por novos alvos levou ao surgimento

de novos farmacos com outros alvos terapéuticos ao longo do final do século XX, como flucitosina
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(Denning e Bromley, 2015; Nett e Andes, 2016). No entanto, ainda hoje existe um namero limitado
de classes de farmacos antifungicos disponiveis para utilizacdo clinica no tratamento de infec¢fes
e sua escolha clinica depende de fatores como o patogeno, o tipo e gravidade da infeccdo e a
susceptibilidade do fungo a farmacos. Atualmente, a terapéutica clinica para o tratamento de
micoses sistémicas é baseada nas classes: polienos, representados principalmente pela anfotericina
B; fluoropiridinas, como a flucitosina; azdéis, entre 0s quais 0s principais sdo cetoconazol,
fluconazol e itraconazol; equinocandinas que sao resepresentadas pela caspofungina,
anidulafungina e micafungina; e alilaminas, representada pela terbinafina (Sable et al., 2008). As
principais caracteristicas dessas classes podem ser visualizadas na Tabela 1.

A membrana plasmatica é o alvo de muitos farmacos antifingicos disponiveis, sendo o
ergosterol seu principal composto de atuacdo, lipideo importante para manter a estabilidade
estrutural. A auséncia de ergosterol na célula fungica prejudica a homeostase celular (Kathiravan
et al., 2012). Os azo6is atuam impedindo a sintese do ergosterol pela inibicdo da enzima do
citocromo P450 Ergll, lanosterol-14-a-demetilase, 0 que provoca alteragdes na permeabilidade
da membrana e na atividade de proteinas de membrana, além do acimulo de esterdis toxicos
(Shapiro et al., 2011). A via do ergosterol é explorada também pelas alilaminas, terbinafina e
nafitifina, que sdo eficazes contra dermatéfitos. Essa classe de farmacos liga-se a escaleno
epoxidase, provocando o acumulo de escaleno antes mesmo da producgdo do lanosterol no inicio
da via, acumulando esterois toxicos causando um efeito fungistatico da farmacos (Scorzoni et al.,
2017). Os polienos sdo farmacos capazes de formar poros que permitem a passagem de ions
provocando um efluxo de potassio e consequente desequilibrio osmético, que resulta na morte
celular (Nett e Andes, 2016). Apresentam alta toxicidade pela semelhanga com o colesterol de
mamiferos, porém formulacGes mais novas de complexos lipidicos sdo capazes de reduzir essa

caracteristica tendo como desvantagem alteracdo na capacidade antifungica (Shapiro et al., 2011).
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Tabela 1: Principal Classifica¢do dos antifingicos utilizados para o tratamento de micoses.
CLASSIFICACAO ALVO MECANISMO DE ACAO FARMACOS

Polienos (Nett e Andes, Membrana celular Formacdo de poros na Nistatina, anfotericina B

2016) membrana

Az0is (Puia-Dumitrescu Membrana celular  Ligacdo a lanosterol Fluconazol, itraconazol,

e Smith, 2017) 14-o-demetilase posaconazol,  voriconazol,
ravuconazol

Alilaminas Membrana celular  Ligacédo a escaleno Terbinafina, naftifina

(Kathiravan et al., 2012) epoxidase

Equinocandinas  (Puia- Parede celular Inibicdo do complexo da Caspofungina, micafungina,

Dumitrescu e Smith, B-1,3-glucana sintase anidulafungina

2017)

Analogos de pirimidina  Acidos nucléicos  Inibe o metabolismo de Flucitosina
(Cowen et al., 2014) pirimidina

Elaborada pela autora

As equinocandinas sdo farmacos derivados sintéticos de lipopeptideos produzidos por
varias espécies de fungos que atuam nas paredes celulares dos fungos (Vandeputte et al., 2012).
Essa € a classe mais nova de antiflngicos e atua na parede celular inibindo a 1,3-B-glicana sintase,
o principal complexo de sintese dessa estrutura, bloqueando a fungdo da enzima e afetando a
integridade da parede celular (Maubon et al., 2014). A sintese de uma parede celular defeituosa
provoca a ruptura das leveduras e crescimento aberrante de hifas (Kanafani e Perfect, 2008). Possui
trés farmacos nessa classe, anidulafungina, caspofungina e micafungina, com atividades
antifungicas semelhantes, diferindo mais nas propriedades farmacocinéticas. No geral, é uma
classe com bastante seguranca terapéutica, apresentando menos efeitos adversos e interacdes
medicamentosas, menor incidéncia de resisténcia, pelo menos por enquanto, além de possuir

amplo espectro de acdo e alta eficacia. Sua principal desvantagem é o alto custo e sua
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administracdo ser endovenosa, j& que ela ndo é compativel para administracdo oral (Chang et al.,
2017).

Existem farmacos que atuam na sintese de DNA e proteinas como as fluoropiridinas, a 5-
flucitosina e a 5-fluoracil, que sdo analogos sintéticos estruturais da citosina de DNA, séo
convertidos em um composto que é incorporado ao RNA provocando o término prematuro da
sintese de DNA. As sordarinas atuam inibindo a sintese de proteinas do fungo bloqueando a
traducéo e consequentemente afetando crescimento celular (Kathiravan et al., 2012). Por fim, os
microtubulos das células sdo alvos de farmacos como a griseofulvina que é capaz de desestruturar
a célula provocando uma desordem e afetando o processo de mitose do fungo (Scorzoni et al.,
2017).

O tratamento das micoses abordadas nesse trabalho, criptococcose, candidiase invasiva e
paracoccidioidomicose sdo baseados nas classes dos azois, equinocandinas, polienos e andlogos
de pirimidina (Tabela 2). No caso da paracoccidioidomicose, podem ser utilizados diversos
esquemas terapéuticos e sua escolha deve ser baseada na severidade da doenca bem como nas
condicdes individuais de cada paciente, além dos diferentes gendtipos (Bocca et al., 2013).
Itraconazol é a melhor escolha para formas clinicas leves a moderadas, porém a combinacdo de
sulfametoxazol-trimetoprima também é uma boa opcdo, e por fim pode se usar nesse caso
voriconazol. Em casos severos que ha internacdo dos pacientes, o farmaco de escolha é a
anfotericina B, no entanto quando atinge o sistema nervoso central, o paciente deve ser tratado

com fluconazol (Marques, 2012).
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Tabela 2: Modelo de um dos esquemas terapéuticos padronizados para as infecgdes flngicas.

FUNGO DROGA DOSE DURACAO
C. neoformans Fluconazol 400 mg/kg/dia 10 semanas
(King et al., 2018) Flucitosina 100 mg/kg/dia dividida em 4 doses 2 semanas
Anfotericina B Desoxicolato 0,7-1 mg/kg/dia 6-10 semanas
Caspofungina 50 mg/dia Terapia inicial
Micafungina 100 mg/dia 5 dias
Anidulafungina 100 mg/dia
Inicial e
Fluconazol 400-800 mg/dia manutenc¢éo
Até semanas ap0s
C. albicans P
eliminacéo do
(Pappas et al., 2016)
Voriconazol 200-400mg 2x ao dia patdgeno no
sangue.
Anfotericina B Formulagdes lipidicas 3-5 mg/kg/dia 5 dias
Itraconazol 200 mg/dia 9-18 meses
Cotrimoxazol Trimetoprim 160 mg + Sulfametoxazol 800 18-24 meses
Paracoccidioides sp. mg
(Shikanai-Yasuda et al., Anfotericina B Desoxicolato 0,5-0,7 mg/kg/dia 2-4 semanas
2017) Formulagoes lipidicas 3-5 mg/kg/dia

Elaborado pela autora

Em pacientes com infeccdo sistémica por Candida sp. a escolha é utilizar equinocandinas,
sendo a caspofungina e a anidulafungina aprovadas pelo Food and Drug Administration’s (FDA)
para o tratamento eficaz e com baixa toxicidade (Pfaller e Diekema, 2007). Como alternativa em
pacientes ndo muito graves pode-se utilizar fluconazol, que é eficaz contra a maioria das espécies
e primeira escolha no caso de profilaxia, de candidiase mucocutanea e no tratamento empirico da
infeccdo (Maertens, 2004; Ruhnke, 2014). A anfotericina B também pode ser utilizada em
infeccBes por Candida sp., porém existe uma preocupacao de seu uso devido a nefrotoxicidade
(Ruhnke, 2014). InfeccBes causadas por esses fungos no trato urinério sdo tratadas com fluconazol,

ja que é um farmaco excretado de forma inalterada na urina (Sionov et al., 2013).
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Em criptococcose foi consolidado como padrdo ouro a combinagédo de anfotericina B com
flucitosina, esquema que demonstrou grande efetividade contra a infeccdo (Pappas, 2011). A
estratégia terapéutica atualmente pode ainda variar de acordo com grupos de risco, o tipo de
imunossupressao, gravidas, criangas, sintomas e ainda, com a condic¢do financeira do paciente
(Perfect et al., 2010). O fluconazol no caso de infec¢Oes por Cryptococcus sp. tem sido utilizado
também como terapia priméria na infeccdo pulmonar e na consolidagdo da meningite
criptococdcica, ja que apresenta como vantagem ultrapassar a barreira hematoencefalica (Chang
etal., 2017), o que é um grande desafio no tratamento. Portanto, uma busca relevante é encontrar
opcOes de tratamento principalmente voltados a infecdo no sistema nervoso central (SNC).
Inibidores da calcineurina, como tacrolimus e ciclosporina, demonstraram afetar o crescimento
celular provocando uma reducdo da infeccdo no SNC, podendo ser utilizados como adjuvantes da
terapia (Pappas, 2011).

Um novo farmaco aprovado pelo FDA em 2015 para o tratamento de aspergilose invasiva
e micoses de mucosa, isavuconazol, ja estd disponivel para uso nos Estados Unidos e na Europa.
Esse antifungico, classificado como um triazol, demonstrou amplo espectro, com suscetibilidade
in vitro contra espécies de Candida sp., C. neoformans, C. gattii, Aspergillus sp., fungos
dimorficos e de outras classes (Pettit e Carver, 2015; Seyedmousavi et al., 2015; Chang et al.,
2017).

1.7 Limitac6es dos farmacos antifungicos atuais

Muitas mortes por micoses que ocorrem por ano poderiam ser evitadas por um diagndstico
bem feito acompanhado de um tratamento eficaz, porém a utilizacdo da terapia preconizada para
cada infeccdo é limitada pelo acesso a esses compostos, seus efeitos adversos e casos de
resisténcias aos patdgenos (Perfect e Bicanic, 2015). Um problema que merece destaque é a
toxicidade dos farmacos e a falta de disponibilidade a grande parte de pacientes infectados uma
vez que requer cuidados na administracdo e que existe um grande nimero de pacientes em
condicdes precarias. Na Africa Sub-Saariana o uso do fluconazol frequente esta relacionado a uma
taxa de mortalidade >60% em dez semanas (Denning e Bromley, 2015).

O tratamento com antifungicos muitas vezes torna-se limitado devido ao pequeno nimero
de alvos moleculares disponiveis, baixo espectro de a¢do, a resisténcia dos patdgenos, presenca de

biofilmes na infecgdo, a farmacocinética dos farmacos e seus respectivos efeitos adversos graves
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que podem resultar no agravamento da infeccéo e na ndo adeséo do paciente (Sable et al., 2008;
Chang et al., 2017). Além disso, o tratamento muitas vezes é longo, chegando a dois anos no caso
da paracoccidioidomicose, 0 que afeta a adesdo do paciente durante todo o tempo, levando ao
abandono da terapia antes do termino. A posologia do medicamento envolvendo o nimero de
doses tomadas diariamente também resulta em desisténcias no periodo em que o uso do
medicamento é essencial resultando em recidivas da doenca. Nesse contexto, o desenvolvimento
de novos antifungicos mais eficazes, com respostas mais rapidas ou mais especificas poderia ser
uma soluc¢do para a problematica atual dos farmacos comercialmente disponiveis e assim, poderia
por exemplo, modular o sistema imunolégico do hospedeiro, possibilitando uma reducdo mais
rapida da inflamacédo granulomatosa na paracoccidioidomicose.

A resisténcia aos farmacos resulta na falha terapéutica e pode estar associada a
caracteristicas intrinsecas dos microrganismos ou a uma capacidade de tornarem-se resistentes
ap0os a exposicdo a esses compostos atraves de alteragdes na expressdo génica. A resisténcia
primaria que ocorre no caso de Cryptococcus com equinocandinas (Revie et al., 2018). Em
laboratdrio a resisténcia € observada pelo aumento da concentra¢do minima inibitéria do farmaco
preconizado para determinado patégeno (Sanguinetti et al., 2015). Em 2009, foi identificada uma
nova espécie de Candida, C. auris, um patégeno emergente associado a infec¢Bes invasivas em
locais de assisténcia a satde, com resisténcia ao fluconazol e ja possuindo cepas com relatos de
multirresisténcia as trés principais classes de antiflngicos, azdis, polienos e equinocandinas
(Bidaud et al., 2018). Observa-se que as espécies apresentam variac@es entre si quanto ao perfil
de resisténcia, que também podem ser observadas em diferentes isolados de uma mesma espécie,
estagios de crescimento e até mesmo em diferentes tipos morfologicos (Revie et al., 2018). Os
biofilmes séo estruturas capazes de conferir resisténcias a azois e equinocandinas pelo efluxo de
farmacos e seus transportes para dentro da matriz (Cowen et al., 2014).

A anfotericina B deoxicolato e a flucitosina sdo farmacos relacionadas a efeitos adversos
graves, como a nefrotoxicidade e toxicidade na medula éssea, respectivamente, portanto devem
ter sua administracdo monitorada. Além disso, ambos 0s compostos SA0 Onerososs e Poucos
distribuidos pelo mundo, dificultando o seu uso em muitos pacientes. A preparacdo da anfotericina
lipossomal, apresenta menos efeitos adversos, porém, o custo é ainda maior e € utilizada mais
restritamente em pacientes transplantados em regides com recursos financeiros. A flucitosina

apresenta ainda como desvantagem seu esquema terapéutico de quatro vezes ao dia, resultando em
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baixa adesdo do paciente ao tratamento. Portanto, o fluconazol tém sido o farmaco mais
amplamente utilizado, sendo fornecido por varias empresas farmacéuticas em todo o mundo a um
custo baixo além de ser um farmaco de facil administracdo (Perfect e Bicanic, 2015).

A via do ergosterol participa do mecanismo de acédo de varios antifingicos e pode sofrer
mutacBes que favorecem a resisténcia em genes como ERG6 e ERG3 (Jensen-Pergakes et al.,
1998; Sanglard e Odds, 2002). Os farmacos azdlicos por serem de primeira escolha para muitas
infeccOes, entram em contato com um maior nimero de patdgenos e provocam mais resisténcia.
Esses antifingicos atuam se ligando a enzima Ergl11, provocando o acimulo de precursores da via
de sintese do ergosterol (Cowen et al., 2014). Mecanismos de resisténcia a essa classe de farmacos
envolvem a substituicdo de aminoacidos e mutacGes nessas proteinas impedindo a ligacdo dos
farmacos, superexpressao da Ergl1, producdo de mMRNA estaveis, além da ativacdo de bombas de
efluxo que transportam as farmacos para fora da célula, como pode ser observado na Figura 10
(Scorzoni et al., 2017).
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Figura 10: Mecanismos de resisténcia dos fungos contra os azois. Os patégenos sdo capazes de desenvolver
diferentes mecanismos para sobreviver a acdo dos azéis, sendo alguns deles intrinsecos para determinadas cepas ou
caracteristicos de espécies e, outros, desenvolvidos apds a exposi¢do. Esses mecanismos envolvem mutacdes
genéticas, superexpressdo ou alteragdes do alvo da molécula, alteracdo da via metabodlica, formagdo de biofilmes,

alteracdo de transportadores de farmacos com a ativacdo de bombas de efluxo. (Revie et al., 2018).

38



As equinocandinas sdo farmacos novos, porém ja foram descritos mecanismos de
resisténcia essa classe de antifungicos apds a ocorréncia de falhas no tratamento clinico. Entre
esses mecanismos destaca-se a ativagéo de vias relacionadas ao estresse celular desencadeado pela
desestabilizacdo da parede pela atuagdo da farmacos, provocando um aumento na producao de
quitina, alteragbes na composi¢cdo da membrana plasmatica, alteracdes de expressao génica
(Cowen et al., 2014).

O tratamento com falha terapéutica resulta em alta morbi-mortalidade associada a
infeccbes fungicas, além do alto custo em internacfes hospitalares e outras despesas médicas
(Sanguinetti et al., 2015). Infeccbes como a candidemia podem ainda ser evitadas por medidas
profilaticas, como o controle do uso de antimicrobianos, melhoria da higiene nos hospitais, como
a das maos e de instrumentos como o cateter, e inclusive utilizacdo de antifungicos em profilaxia
de pacientes internados mais suscetiveis em determinados setores de hospitais (Pfaller e Diekema,
2007). No entanto, a ocorréncia de infeccdes fungicas requer o desenvolvimento de novas
estratégias de farmacos antifingicos que sejam capazes de mitigar a infecdo no hospedeiro de
forma eficaz sem causar prejuizos ao organismo devido as condi¢es imunoldgicas dos pacientes
infectados, que em muitos casos apresentam alguma imunodeficiéncia no organismo (Cowen et
al., 2014).

A resisténcia de fungos a farmacos, embora seja relatada a apenas algumas espécies, é
responsavel por falhas de tratamento e agravamento das infec¢des, como a C. glabrata que ja
apresentou cepas resistentes a fluconazol, voriconazol e equinocandinas. Algumas espécies
possuem resisténcia intrinseca a determinados antifingicos, como C. krusei ao fluconazol,
Aspergillus terreus a anfotericina B, Cryptococcus spp. a equinocandinas (Denning e Bromley,
2015). Uma alternativa no tratamento de espécies resistentes € a utilizacdo de compostos com
propriedades farmacoldgicas distintas capazes de reverter a resisténcia do patdgeno, entre eles, o
verapamil, os derivados da milbemicina, os alcal6ides lipofilicos, os terpendides e os flavonoides,
que afetam o mecanismo que resulta em tal feno6tipo e torna o patégeno suscetivel ao antifingico
(Shahid, 2016).

Terapias combinadas ou variando os agentes antifingicos apresentam como uma
alternativa para reduzir a resisténcia fangica, além da utilizacdo de forma racional das novos
compostos, porém as abordagens terapéuticas deve ser bem avaliadas quanto ao beneficio para o

paciente, pois podem gerar ou agravar os efeitos adversos do medicamento (Chang et al., 2017).
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Estudos com fluconazol revelaram que sua utilizacdo combinada com farmacos de diferentes
propriedades terapéuticas, tais como, antiparasitarios, farmacos cardiovasculares, dermatologicas,
moduladores hormonais, antibiéticos e até farmacos neurolépticos que foram capazes de melhorar
a atividade antifungica do azol contra cepas resistentes, C. neoformans, C. gatti e C. albicans
(Spitzer et al., 2011; Zhai et al., 2012).

1.8 Busca por novas estratégias terapéuticas

Existem vérias etapas no desenvolvimento de um farmaco até se tornar um bom antiflngico
para um paciente e chegar ao uso clinico, pois eles devem ser eficazes na erradicacdo do patégeno,
apresentar propriedades farmacoldgicas no hospedeiro que permitam que ele tenha acdo no
organismo, passando pelos mecanismos de distribuicdo, metabolismo, absorcéo e eliminacdo, além
de apresentarem perfil de seguranca e toxidade caracterizados. Esta € parte dos problemas dos
farmacos atuais, ja que anfotericina B e equinocandinas sdo administradas de forma endovenosa,
alguns compostos provocam efeitos adversos graves e interagem com enzimas hepéticas no
organismo (Nett e Andes, 2016). Um aspecto que dificulta a chegada de novas farmacos ao
mercado € o investimento financeiro e o longo periodo de desenvolvimento para um novo
composto chegar ao mercado, o que pode levar cerca de 8 a 10 anos (Scorzoni et al., 2017).

A aprovacdo de uso clinico de um farmaco requer varias etapas experimentais desde a
selecdo do alvo, identificagdo do mecanismo de acdo, testes de toxicidade, interacfes
medicamentos, testes farmacocinéticos e farmacodindmicos (Campoy e Adrio, 2017). Algumas
empresas, ao longo dos ultimos anos, trabalharam com o objetivo de otimizar o processo de
producdo dos antifungicos disponiveis a fim de melhorar o rendimento diminuindo os gastos e
aumentando a quantidade e qualidade do produto oferecido (Shahid, 2016). O desenvolvimento de
antifangicos ndo demonstrou ser lucrativo para empresas farmacéuticas e com o objetivo de
incentivar a pesquisa por novas moléculas contra infec¢fes fungicas, a agéncia americana FDA
(Food and Drug Administration’s) garantiu cinco anos a mais de exclusividade na manufatura
aquelas empresas que desenvolvessem compostos relacionados as espécies Aspergillus, Candida
e Cryptococcus (Denning e Bromley, 2015) No entanto, mesmo com esse beneficio o Gltimo
antifingico aprovado no mercado foi a anidulafungina em 2006 (Shikanai-Yasuda et al., 2006;
Denning e Bromley, 2015; Fuentefria et al., 2018).
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Pesquisadores buscam, ainda, elucidar a biologia e metabolismo dos microrganismos tanto
in vitro como in vivo, bem como a interacdo patdgeno-hospedeiro (Vandeputte et al., 2012).
Resultados de estudos que buscam compreender os mecanismos envolvidos na patogénese bem
como a bioquimica dos patogenos contribuem para a identificacdo de um alvo eficaz, ja que um
dos desafios na busca de mecanismos de acdo € o fato dos fungos serem eucariéticos e possuirem
muitas proteinas comuns aos préprios hospedeiros, gerando risco de toxicidade (Denning e
Bromley, 2015). No entanto, o estudo de compostos com propriedades antifliingicas revelou-se
promissor, nos ultimos anos, com novos farmacos sendo analisados em fases clinicas. A
nicomicina Z foi um exemplo de farmaco atuando na parede celular que chegou a estudos de fase
Il demonstrando efeitos contra coccidioidomicoses e infec¢es por Aspergillus sp. Um potencial
antifingico que esta nessa fase clinica é um peptideo de membrana catiénico de terceira geracdo
com acdo répida e eficaz denominado Novexatin (C42H84N2807, NP213) da Novabiotics
(Abberdeen, Reino Unido) (Shahid, 2016).

Existem alternativas para facilitar e minimizar o tempo de descoberta de alvos terapéuticos,
como a gendbmica comparativa, a producdo de anticorpos, a busca de propriedades terapéuticas em
derivados fungicos, farmacos de diferentes propriedades farmacoldgicas e testes de diferentes
associagdes farmacologicas, que tém sido estudados por pesquisadores de todo o0 mundo (Abadio
et al., 2011). A vias j& exploradas pelos antifungicos classicos sdo alvos de sintese de novos
compostos mais modernos que tenham mais eficacia e menos efeitos adversos, como a via do
ergosterol, explorando o proprio Ergll que é alvo dos azdéis ou ainda outras enzimas como a Erg6
e Erg2. Moléculas que atuam em vias que ndo foram anteriormente exploradas estdo sendo
estudadas, como biossintese de esfingolipideos, proteinas de ancoragem, biossintese de
aminodacidos, via da pirimidina, ciclo glioxilato, vias de sinalizagéo e fatores traducionais. Uma
abordagem que tem sido utilizada é a busca por propriedades antifungicas em farmacos ja
utilizados comercialmente, porém com outras finalidades clinicas, dessa forma, observou-se que
farmacos antiparasitarios como cloroquina e quinacrina sao efetivos em algumas infeccbes
fungicas. Este mesmo efeito foi observado com um medicamento utilizado para artrite reumatoide,
auranofina; medicamentos antiinflamatorios ndo esteroidais, aspirina e ibuprofeno, e o
antidepressivo sertralina (Nicola et al., 2018). O uso de nanoparticulas e modificacfes

moleculares e estruturais nos atuais antifingicos também podem resultar em farmacos menos
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toxicos, aumentar a biodisponibilidade, melhorar o espectro antifungico e evitar 0s mecanismos
de resisténcia (Scorzoni et al., 2017).

Az06is mais modernos como voriconazol e posaconazol possuem estruturas semelhantes a
um azol mais antigo como o fluconazol e itraconazol, porém apresentam perfis farmacocinéticos
melhores para o tratamento de infecgdes (Scorzoni et al., 2017). A Pulmatrix Inc. (Massachussets,
Estados Unidos) desenvolveu uma nova tecnologia de pequenas particulas compactas e
dispersiveis que sdo inaladas para a administracdo intrapulmonar criando um composto com
itraconazol denominado PUR1900 eficaz apresentando poucos efeitos adversos utilizando a
tecnologia iISPERSE (Shahid, 2016).

Anélise de genomas, transcriptomas e proteomas sao ferramentas tecnoldgicas capazes de
fornecer informacdes Uteis do processo de interacdo patdgeno-hospedeiro durante a infecgcdo além
de permitir um desenho racional de moléculas que possam atuar como antifingico. O
conhecimento da expressdo e regulacao génica assim como de proteinas de diferentes condicdes a
que o fungo é exposto no hospedeiro facilita a compreensdo dos mecanismos moleculares que
participam durante a resposta imunologica do hospedeiro e habilidade do fungo em sobreviver ao
ataque de células de defesa (Chin et al., 2016). Identificar genes essenciais ou importantes para
viabilidade celular de fungos é uma estratégia alternativa para a busca de novos alvos para
farmacos antifungicos. Em C. albicans, por exemplo, muitas vias metabdlicas tém sido estudadas
para a identificacdo de novos alvos moleculares e foram demonstrados a essencialidade de genes
desse fungo (Roemer et al., 2003; Li et al., 2015). Em P. brasiliensis foram realizadas analises de
sequéncias do genoma que revelaram novos alvos moleculares (Felipe et al., 2005).

Por analise de genémica comparativa foram identificados 10 genes conservados em fungos
patogénicos e a maioria deles ausentes no genoma humano, com diferentes localiza¢Ges celulares
que poderiam codificar proteinas alvos para a terapia antifungica: trrl, aurl, mak5, chsl, tom40,
kre6, fksl, kre2, erg6, rim8 (Tabela 3). Baseado em alguns critérios dos quais poderiam ser
vantajosos para o desenvolvimento de farmacos antifingicos entre eles, ser uma enzima; ser
essencial ou importante para a sobrevivéncia do fungo no interior do hospedeiro; ter uma
localizagdo celular acessivel para que os farmacos tenham sua atividade facilitada e ndo ser
auxotrofico; foram selecionados pelo grupo de pesquisa no qual o projeto se insere, quatro
potenciais genes alvo para serem estudados: kre2, erg6, rim8 e trrl (Abadio et al., 2011). Muitos

estudos tém sido realizados nos Ultimos anos a fim de encontrar novos tratamentos antifungicos.
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A gendmica comparativa é apenas uma das estratégicas para se iniciar a busca de novos compostos

para o tratamento dessas micoses, porém existem muitas outras estratégias para tal fim (Pappas,

2011).

Tabela 3: Alvos moleculares identificados por genémica comparativa potenciais para farmacos antifangicas.

Gene

Processo Bioldgico

Citolocalizacao

aurl

mak5

chsl

tom40

kre6

fks1

trrl

rim8

kre2

erg6

Metabolismo celular

Biogénese ribossomal
Biogénese/degradacdo da parede
celular

Transporte de proteinas

Biogénese/degradacéo da parede

celular

Biogénese/organizagdo da parede
celular

Homeostase do redox celular

Regulador da resposta ao pH

Manosilagdo de proteinas

Biossintese do ergosterol

Golgi e membrana

Nucléolo

Membrana

Membrana mitocondrial

Membrana do aparato de

Golgi

Membrana

Citoplasma

Citoplasma

Membrana do complexo de

Golgi

Membrana do reticulo

endoplasmatico

Adaptado de Abadio, 2011

O composto VT-1161 é um tetrazol, atuando na membrana plasmatica, que foi

desenvolvido pela empresa Viamet Pharmaceuticals e este sendo estudado nos dltimos anos.

Resultados preliminares promissores foram obtidos em testes de candidiase vaginal (Chang et al.,

2017). Testes realizados com cepas de C. albicans suscetiveis e resistentes ao fluconazol

demonstraram concentrac@es inibitorias baixas para ambos os tipos (Garvey et al., 2015). Além

disso, a seguranca e eficacia ja foram demonstradas em um estudo de fase 1l realizado em mulheres
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com infeccbes de repeticdo que utilizaram o composto ou placebo resultando na auséncia de
evidéncia de efeitos adversos relevantes (Brand et al., 2018). Outro composto, o pramiconazol esta
sendo investigado e j& demonstrou eficacia via oral e tdpica compardveis aos farmacos de
referéncia contra C. albicans e Microsporum canis (De Wit et al., 2010).

Componentes variados da organizacao celular e manutencdo homeostatica do fungo podem
ser potenciais alvos para farmacos, como enzimas citoplasmaticas, vias de sinalizacéo, vias sintese
e degradacdo proteica, sintese de acidos graxos, formacao de microtubulos, ativacdo da proteina
quinase CAMP, que ja tem um inibidor patenteado pela Pfizer Ltda (Tadworth, Inglaterra), o p38
MAPK. Outros alvos ainda que podem influenciar e viruléncia e o crescimento do fungos séo o
transporte vesicular, sintese de GMP, membrana da mitocondria, sintese de nucleotideos e de
esfingolipideos (Del Poeta, 2016; Shahid, 2016). A parede celular € constituida por estruturas
que mantém sua estabilidade e sua fungdo, dessa forma qualquer fator que altere a biossintese
dessa estrutura pode resultar em seu enfraguecimento e um estresse para 0 microrganismo.
Baseado nessa ideia, foi identificado que a glucosamina-6-fosfato, a B-1,6 glucana sintase,
glicosilfosfatidilinositol (GPI), o &cido N3- (4-metoxifu maroil) 2, 3 diaminopropandico e seus
derivados podem ser alvos promissores (Kitamura, 2010; Shahid, 2016).

O SCY-078 ou MK-3118 possui como alvo a parede celular e esta em fase de teste. As
equinocandinas embora sejam bons alvos terapéuticos, possuem a limitagéo de serem endovenosas
e, portanto, um farmaco oral atuando nesse alvo poderia ser um grande avango na terapia
antifingica. Esse composto apresenta-se como um bom candidato, ja que é um inibitor da glucana
sintase com alteragdes quimicas na estrutura que permite a administracdo oral e estd com estudos
de em fase Il (Chang et al., 2017). Testes de concentragdo inibitéria minima dos farmacos foram
realizados em diferentes espécies de Candida sp. e Aspergillus sp. apresentando-se eficaz na
maioria das cepas testadas, incluindo aquelas ja resistentes as equinocandinas atuais (Jiménez-
Ortigosa et al., 2014). Por fim, os teste in vivo, embora requeiram mais estudos, mostraram
resultados farmacoldgicos promissores em um primeiro momento para a utilizacdo da farmacos na
forma oral (Lepak et al., 2015). Outro composto que atua na parede celular investigado € a
aminocandina que demonstrou indice terapéutico bom e seguro, boa biodisponibilidade oral
acompanhada da capacidade de redugdo da carga fungica de Candida e Aspergillus (Shahid,
2016).
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A cépsula de microrganismos também pode ser alvo de anticorpos, porém pouco se sabe
sobre essa ligacdo ja que é uma estrutura fragil e altamente hidratada. Um dos organismos
encapsulados mais bem estudados e caracteristicos por apresentar essa estrutura celular é o
C.neoformans, no qual a capsula é muito importante para a viruléncia. Anticorpos monoclonais
capazes de se ligar glicuroxilomanana da capsula mostraram alteracfes mecanicas na cépsula
provocando sua rigidez o que impede a liberacdo de células novas (Cordero et al., 2013). Muitos
desses estudos demonstraram resultados promissores para a obtengdo de novos antiflngicos,
porém, atualmente, nenhum deles resultou em ensaios clinicos com resultados positivos
(Vandeputte et al., 2012).

Novas estratégias de busca de novas terapias antifingicas que utilizam de forma racional
0 conhecimento do patdgeno e do hospedeiros em tecnologias facilitam e reduzem o tempo de
desenvolvimento de novos antifingicos (Scorzoni et al., 2017). Dessa forma, estudos utilizando
imunoterapias, inclusive com anticorpos monoclonais contra alvos moleculares mais especificos
ao patdgeno podem ser promissores para a obtencéo de antifingicos que possam ainda chegar ao
mercado. A imunoterapia é uma abordagem mais recente que tem demonstrado ser promissora
envolvendo diferentes estratégias, como vacinas, ativacdo da resposta imune e inducdo da
producdo de moléculas antimicrobianas do hospedeiro, administracdo de citocinas e anticorpos
monoclonais, porém ndo foram encontrados resultados confirmatorios com acbes antifingicas
(Pappas, 2011; Scorzoni et al., 2017).

Em P.brasiliensis o uso de anticorpos monoclonais contra uma proteina fosfatase acida
demonstrou a inibicdo do crescimento do fungo (Xander et al., 2007). Estudos com anticorpos
contra a proteina gp43 desse mesmo fungo demonstraram que alguns sdo capazes de reduzir a
carga fungica (Buissa-Filho et al., 2008). Muitos desses estudos demonstraram resultados
promissores para a obtencdo de novos antifingicos, porém, atualmente, nenhum deles resultou em
ensaios clinicos com resultados positivos (Vandeputte et al., 2012).

Estudos utilizando anticorpos monoclonais contra alvos moleculares mais especificos ao
patdgeno podem ser promissores para a obtencdo de antifungicos que possam ainda chegar ao
mercado. Um fragmento de anticorpo monoclonal chamado Efungumab (Mycograb®), que atua
contra a proteina HSP90 da parede celular e atua na traducéo de sinais, foi testado como tratamento
da candidiase, no entanto no ano 2007 a Agéncia Europeia de Medicamentos (EMEA) ndo

autorizou a introducdo do medicamento no mercado devido a insuficiéncia de dados relativos aos
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efeitos adversos do anticorpo e sua seguranca de uso nos pacientes (Tragiannidis et al., 2013).
Embora seres humanos tenham essa proteina em seu organismo, a HSP90 pode ser um bom alvo
terapéutico devido a diferengas de suas sequéncias com as de fungos, evitando que haja interagéo

entre os anticorpos antifingicos gerados.

1.9 Imunoterapia de doencas infecciosas

Nos Estados Unidos, anticorpos aprovados para uso terapéutico sdo utilizados
principalmente contra cancer e doencas inflamatorias, sendo ainda restrito em doencas infecciosas
ganhando destaque apenas nos ultimos anos, depois do primeiro anticorpo aprovado, 0
Palivizumab, utilizado na prevencéo da infec¢do pelo virus sincicial respiratorio. Posteriormente,
foi produzido um anticorpo com mesmo efeito, o Motavizumab, porém devido a dificuldades
regulatérias pelo FDA, a empresa AstraZeneca decidiu descontinuar a producao desses (Saylor et
al., 2009). Estudos foram realizados analisando a eficicia e seguranca do medicamento e nédo
foram conclusivos quanto a eficacia, apresentando resultados contraditorios (Lagos et al., 2009;
Feltes et al., 2011; Ramilo et al., 2014). Um teste realizado comparando o Palivizumab com o
Motavizumab mostrou similaridade no perfil de seguranca dos anticorpos em criangas suscetiveis
ao virus sincicial respiratério devido a doenga congénita do coragdo (Feltes et al., 2011). Um alvo
importante para terapia é a protecdo por anticorpos neutralizantes tendo como alvo proteinas de
superficie do envelope viral (Burton et al., 2012). Doencas bacterianas mediadas por toxinas sao
bons alvos para o uso de anticorpos monoclonais neutralizante de toxinas.

Estudos ao longo dos ultimos vinte anos tém demonstrado que mAbs podem ajudar no
controle de infec¢cBes bacterianas e fungicas, além de ainda melhorar a acdo de antimicrobianos
por sinergismo com esses farmacos, possibilitando tratamentos mais eficazes destas infecgdes
(Saylor et al., 2009). O desenvolvimento de anticorpos monoclonais contra doencas infecciosas
pode se mostrar menos complexo do que cancer e doencas imunoldgicas devido as diferengas
antigénicas entre o patdégeno e o hospedeiro. Os anticorpos apresentam mecanismos de acao
antimicrobianos direto, que inclui a neutralizacdo de toxinas e ligacdo a virus evitando a entrada
na célula hospedeira, e, indireto, que envolve funcbes mediadas por Fc como modulacdo da
resposta inflamatéria, promocao da fagocitose e aumento dos efeitos mediados pelo complemento
(Saylor et al., 2009).
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Nos tltimos 20 anos, estudos mostraram que a administracdo de anticorpos monoclonais
pode ser benéfica na infeccdo por Mycobacterium tuberculosis (Teitelbaum et al., 1998; Hamasur
et al., 2004) Em 1996 um estudo gerou trés anticorpos monoclonais que reconhecem a superficie
do antigeno da bactéria e, em 1998, um deles foi testado demonstrando aumentar a sobrevivéncia
de camundongos sem apresentar atividade bactericida, inibir a infeccdo e a replicacdo viral
(Teitelbaum et al., 1998). Um carboidrato da superficie externa de M. tuberculosis foi alvo para o
desenvolvimento de um anticorpo especifico capaz de proteger o organismo contra a infeccdo e
prolongar sua sobrevivéncia possivelmente por bloquear a invasao celular da bactéria (Hamasur et
al., 2004).

A terapia da AIDS utilizando anticorpos poderia complementar a quimioterapia retardando
a resisténcia aos antirretrovirais e assim melhorando a eficacia do tratamento (Saylor et al., 2009).
Existem duas geracGes de anticorpos neutralizantes de HIV-1 contra sitios de vulnerabilidade do
envelope (Klein et al., 2013), a primeira gerou anticorpos contra as glicoproteinas gp120 e gp41,
que demonstraram ser efetivos contra o virus (Trkola et al., 1996; Hessell et al., 2009; Hessell et
al., 2010), mas sdo também autorreativos para o hospedeiro (Haynes et al., 2005), enquanto a
segunda geracgdo resultou em anticorpos com alvo no sitio de ligacdo de CD4, N160 (Klein et al.,
2013). A administracdo de mAbs e de uma mistura de mAbs neutralizantes especificos para HIV-
1 em primatas com sistema imune intactos, infectados com o virus, mostrou a capacidade de
reducdo da carga viral (Barouch et al., 2013).

Estudos para o uso de anticorpos contra o virus influenza também avancaram a partir da
compreensdo da estrutura da glicoproteina hemaglutinina e identificacdo de sitios de ligacao nas
décadas de 1980 e 1990 contra diferentes subtipos de virus (Wiley et al., 1981; Okuno et al., 1993).
Os virus H5N1, HIN1 e H3N2 tém sido foco para a busca de anticorpos com capacidade
neutralizantes e, para todos foram desenvolvidos anticorpos humanizados com essas
caracteristicas (Benjamin et al., 2014; Shembekar et al., 2014; Tan et al., 2015). E importante o
desenvolvimento de métodos que gerem e selecionem rapidamente anticorpos neutralizantes para
a defesa contra patdgenos virulentos. Um método desenvolvido foi a partir da imunizagédo de
macacos com vetores recombinantes adenovirais e a sele¢cdo por uma biblioteca de phage display
derivada de células B e a sua humanizagdo. Nesse estudo, foram obtidos mAbs com alta afinidade,

alta poténcia neutralizante de forma rapida (Meng et al., 2013).
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Outro alvo para o desenvolvimento de anticorpos monoclonais é o virus da hepatite B e C.
Alguns anticorpos tém sido estudados para o tratamento da doenca e um dos resultados mostrou
que anticorpos contra diferentes epitopos de um antigeno de superficie determinante da hepatite B
séo capazes de inibir o estabelecimento da infeccdo por HVB pela neutralizagdo das particulas do
virus da hepatite B (Golsaz Shirazi et al., 2014). Na hepatite C, anticorpos monoclonais humanos
foram gerados com capacidade de reconhecer com alta afinidade o epitopo presente na
glicoproteina E2 do virus (Broering et al., 2009). Anticorpos monoclonais para o tratamento da
raiva também foram testados ao longo dos Gltimos anos. Em 2008, alguns dados do estudo de fase
1 de um coquetel de anticorpos monoclonais contra a raiva demonstraram atividade neutralizante
contra o virus (Bakker et al., 2008)

Anticorpos monoclonais contra uma toxina de Escherichia coli Stx1 mostraram ter alta
afinidade ao antigeno realizando a neutralizacdo e assim, protegendo células da toxicidade do
composto (Skinner et al., 2014). O uso de terapias anti-toxina para o tratamento contra o
Clostridium difficile também tem sido foco de estudos (Babcock et al., 2006). Um estudo recente
utilizando anticorpos monoclonais e policlonais possibilitou a obtencéo de anticorpos contra uma
de suas toxinas capazes de evitar a infeccdo (Steele et al., 2013).

Anticorpos monoclonais que atuam em Staphylococcus sp. tem como alvo tanto a bactéria
como também as toxinas que medeiam a doenca (Saylor et al., 2009). O &cido lipoteicoico é uma
macromolécula importante presente na parede celular de Staphylococcus e foi um alvo para o
desenvolvimento de um anticorpo humano quimérico, Pagibaximab, que chegou a estudos clinicos
de fase Il realizado em recém-nascidos. O anticorpo demonstrou ser seguro e bem tolerado, além
de eficaz no tratamento da infeccédo nesses pacientes (Weisman et al., 2011). Um dos principais
determinantes de viruléncia envolvida na patogenicidade é a presenca de alfa toxina capaz de
formar poros provocando a morte celular. Anticorpos monoclonais com potente funcao inibidora
de alfa toxina foram identificados e mostraram ter alta afinidade exercendo protecdo contra varios
isolados de S. aureus. Além disso, em modelo animal, o anticorpo demonstrou reduzir o tamanho
da lesdo provocada por dermonecrose, quando administrado 24h antes da infecgéo (Tkaczyk etal.,
2012).

Antigenos utilizados em imunoterapias ndo necessitam estar relacionados apenas a fatores
de viruléncia, a maioria das vacinas contra infeccdes fungicas invasivas, por exemplo, baseiam-se

na protecdo e inducdo de respostas Thl ou Th1l7 mediadas por células pré-inflamatorias, que
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melhoram a morte fagocitaria do fungo; o que aumenta o repertorio de antigenos disponivel para
uso (Perfect et al., 2010; Scorzoni et al., 2017). O interferon gama € uma importante citocina pro-
inflamatdria que ja tem sido utilizada como terapia adjuvante quando ha falha no tratamento
antifingico padrdo por apresentar resultados positivos na eliminagdo do fungo no hospedeiro
(Perfect e Bicanic, 2015).

O anticorpo 18B7, que atua contra a capsula polissacaridica de C. neoformans, inicialmente
apresentou testes contra a infecgdo pelo patdgeno, porém atualmente, é muito utilizado em
pesquisas cientificas para estudos de interacao patdgeno hospedeiro do fungo (Nicola et al., 2018).
Os principais avangos em vacinas fungicas sdo em relacdo a infecgdes de candidiase invasiva,
atualmente duas vacinas promissoras estdo em fase de testes clinicos (Shahid, 2016). A primeira,
que ja demonstrou eficacia em adultos saudaveis, esta em fase lla e tem demonstrado alta
imunogenicidade reduzindo os episddios de infeccdo em pacientes com candidiase vulvovaginal
recorrente com seguranca em estudos controlados com duplo-cego e placebo (Edwards et al.,
2018). Ela contém um antigeno rAls3p-N, denominada NDV-3A que evita a adesdo e invasdo
fungica em hospedeiros imunizados, mediada por células T pelo recrutamento de neutréfilos e
mediada por um anticorpo especifico em hospedeiros vacinados (Shahid, 2016). J& a segunda
vacina, que estd em ensaio clinico é baseada em virossoma, com uma aspartil proteinase 2
incorporada a virossomas de influenza, denominada PEV7 contendo antigenos recombinantes
imunogénicos, que demonstraram conferir protecdo a animais imunizados, reduzindo a infeccao
pelo fungo (Vilanova et al., 2004). O uso de vacinas contra a candidiase vaginal poderia ser
vantajoso devido a natureza cronica e recorrente da doenca melhorando a imunidade da mucosa e
evitando a invasdo pela Candida spp. Ja no caso da candidiase invasiva, um potencial alvo seriam
as vias celulares Thl (Scorzoni et al., 2017).

O uso de anticorpos monoclonais no tratamento de doengas infecciosas apresenta algumas
limitagdes, como o alto custo e o uso clinico, ja que sua administracao é sistémica via endovenosa.
(Saylor et al., 2009). Isso faz com que haja uma necessidade de que os pacientes estejam internados
nos hospitais, portanto gera custos maiores ao sistema de saude e torna-se menos viavel a pacientes
com menos gravidade. Os anticorpos sao moléculas frageis que necessitam ser conservados de
maneira adequada em local refrigerado. Muitas doengas sdo tratadas através do exame clinico, sem
0 resultado de exames laboratoriais. No entanto, como 0s mAbs sdo para alvos especificos é

necessario que seja realizado o diagndéstico da doenca antes de iniciar o seu uso ja que séo ainda
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mais efetivos no inicio da infeccdo (Saylor et al., 2009). E importante que o médico avalie as
condicdes do paciente com uma anamnese adequada e escolha a terapia que leve a um beneficio
maior do que o risco para 0 paciente. Anticorpos poderdo ser utilizados como terapia Unica ou
combinada com antibidticos que deverad ser determinada melhor de forma individualizada de

acordo com a clinica do paciente.

1.10 Tiorredoxina Redutase (Trrl)

As proteinas do sistema tiorredoxina possuem origem em um ancestral comum nos
organismos dos diferentes reinos sendo encontrada em organismos desde archae até mamiferos,
cada um deles tendo sofrido um processo evolutivo distinto. Esse fato é justificado pela presenga
de tiorredoxina em organismos inferiores como os procariotos e ainda em eucariotos como 0s
mamiferos, além de plantas, bactérias e leveduras (Holmgren, 1985). A proteina possui Varios
residuos conservados nas proteinas tiorredoxinas que possuem funcdo estrutural e catalitica
importante como os de cisteina do sitio catalitico essenciais para a atividade da enzima e ainda
outros residuos importantes na capacidade termodinamica e redox da enzima (Collet e Messens,
2010).

A sobrevivéncia dos organismos depende da manutencdo da homeostase celular em que o
meio intracelular é capaz de permitir o funcionamento adequado de todas as estruturas atraves do
equilibrio redox, evitando o estresse oxidativo e consequéncias mais graves como a perda de
atividade de proteinas. O meio intracelular das células é um ambiente reduzido, no qual as residuos
de citeinas sdo mantidos nessa forma por sistemas redox que catalisam reacdes de reducdo de
ligacOes dissulfeto, sendo o principal deles o que envolve o complexo da tiorredoxina (Collet e
Messens, 2010). O processo de redox celular funciona mantendo um tampéo diante das situagdes
de estresse, 0 como o da glutationa, que é um tiol de baixa massa molecular encontrado em
pequenas quantidades dentro das células (Tan et al., 2010).

O sistema de tiorredoxina é formado por dois tipos de enzima, a tiorredoxina e a
tiorredoxina redutase, além do cofator NADPH (Figura 11). A primeira descri¢do da tiorredoxina
foi realizada no ano de 1960 e quatro anos mais tarde, em 1964, a proteina foi isolada pela primeira
vez em E. coli (Laurebt, Moore et al., 1964). Em 1975, foi descrita a primeira estrutura

cristalogréfica e tridimensional da tiorredoxina, que consiste em cinco folhas-p rodeadas por

quatro a-hélices. Essa proteina atua como um fator regulador para enzimas ou receptores, podendo
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servir de subunidade da DNA polimerase de virus ou como um componente na montagem de
pequenos virus. Em um recente trabalho de doutorado da Claudia Bravo, a estrutura cristalografica
da proteina de C. neoformans foi descrita e foi observado que pHs acidos promovem maior
mudanga conformacional.

Estudos demonstraram o papel da tiorredoxina no controle do estresse osmotico e da
apoptose (Arner e Holmgren, 2000). O sistema tiorredoxina atua ainda na defesa antioxidante do
estresse oxidativo através da atividade dissulfeto redutase utilizando NADPH para a remocao de
espécies reativas de oxigénio (Lu e Holmgren, 2014). Além disso, protegem as proteinas de
agregacao e inativacdo oxidativa, podem regular a morte programada das células, atuar como fator
de crescimento, modular a resposta inflamatéria e ainda promover o dobramento de proteinas
(Collet e Messens, 2010). As proprias tiorredoxinas também podem sofrer oxidacdo e nesse caso,
a enzima que atua em sua reducdo e tiorredoxina redutase, conhecida com Trrl (Tan et al., 2010).
Foi observado ainda que embora mais raro, a Trrl participa na reducdo de outros substratos como
a glutationa (Tan et al., 2015).

Ribulose-5-
NADP* i
ialain Proteina,,
1

Via da S—S

pentose

fosfato H+H SH SH

1

Glicose-5- NADP Proteina, 4
fosfato

Figura 11: Reacdo catalitica do sistema de Tiorredoxina. No sistema tiorredoxina ocorre um fluxo de elétrons a
grupos ditiol das proteinas a partir de uma nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) formada pela via da
pentose fosfato. Esse cofator por sua vez reduz a tiorredoxina redutase (Trrl) oxidada que se torna capaz de reduzir a
tiorredoxina (Trx) que interage com um vasto repertério de proteinas intracelulares mantendo estado reduzido destas.
(Lee et al., 2013).

Os organismos foram capazes de desenvolver tiorredoxinas especializadas localizadas em
compartimentos celulares diversos, podendo ser encontradas no citosol, ndcleo, membrana,
mitocondria ou até mesmo serem secretadas ao meio extracelular (Collet e Messens, 2010). As

tiorredoxina redutases se diferem entre 0s organismos, sendo que em eucariotos sua funcéo é
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semelhante a da glutationa redutase enquanto em procariotos, a enzima age apenas em seu alvo
principal (Arnér e Holmgren, 2000). Em humanos foi identificada um unico tipo de tiorredoxina
redutase que pode ser encontrada em diversos 6rgéos e tecidos atuando em processos secretorios,
regulagéo da atividade enzimatica e até mesmo ag&o hormonal (Holmgren, 1985).

As tiorredoxinas redutases séo enzimas oxidorredutases de dissulfeto de tiol com baixa
massa molecular, contendo subunidades cerca 35-36 kDa, capazes de reduzir enzimas que foram
oxidadas resultando na formacéo de dissulfeto (Thon et al., 2007; Tan et al., 2010). Essa enzima
é membro da familia de flavoenzimas diméricas que se liga ao dinucleotideo de adenina flavina
catalisando a reducdo da tiorredoxina com a transferéncia de elétrons do NADPH para um
dissulfeto ativo, o que mantém o equilibrio redox da célula (Williams et al., 2000; Missall e Lodge,
2005; Abadio et al., 2015).

O gene Trrl foi observado ser essencial para C. neoformans e suas proteinas demonstraram
estar localizadas por toda a célula, com preferéncia para a mitocondria (Missall e Lodge, 2005).
Em Aspergillus nidulans a mesma essencialidade do gene foi observada e foram identificadas
outras proteinas alvo do complexo tiorredoxina da célula, verificando que a presenca do sistema
redox é necessaria para a reducdo de peroxido de hidrogénio realizado por catalases e peroxidases
(Thén et al., 2007).

Mutantes de Trrl mostraram um crescimento aerébico lento que aumentou em condi¢des
anaerobicas, além de serem sensiveis a ditiotreitol (DTT) e exibirem uma ativacao constitutiva de
resposta a proteina desnaturada que é provocada pelo estresse do reticulo endoplasmatico
(Toledano et al., 2013). Esses mutantes apresentam ainda defeitos na traducéo, agregacdo de
ribossomos e sensibilidade a inibidores de tradu¢do como higromicina. A quantidade de glutationa,
outro composto que atua no equilibrio redox de tiol no citosol é bastante reduzida nesses mutantes
(Kumar et al., 2011).

A participagdo da tiorredoxina em distintos processos bioquimicos nos organismos
possibilitou o entendimento de diferentes mecanismos moleculares, como a sintese de DNA e
proteinas, estrutura e dobramento de proteinas, evolugdo, mecanismos enzimaticos, fotossintese,
endocrinologia, virologia e até mesmo o cancer (Holmgren, 1985). Atualmente, a enzima Trrl
demonstra ser potencialmente um alvo molecular relevante para o desenvolvimento de novas
moléculas antifungicas, uma vez que é essencial para a maior parte dos fungos patogénicos.

Estudos prévios identificaram trés moléculas com atividade antifingica contra este alvo molecular

52



Trrl do patégeno Paracoccidioides. Os pesquisadores utilizaram uma estratégia computacional
para busca de alvos contra a proteina Trrl, no qual foi gerado um modelo de sua estrutura 3D por
modelagem molecular e submetido contra um banco de moléculas comercialmente disponiveis.
As moléculas capazes de interagir com a proteina foram analisadas e doze foram selecionadas para
serem sintetizadas e caracterizadas, resultando em trés moléculas capazes de inibir espécies de
Paracoccidioides (Abadio et al., 2015). Resultados mais recentes obtidos na tese de doutorado da
Claudia Bravo, mostraram duas moléculas com capazes de inibir o crescimento in vitro de C.

neoformans sem apresentar toxicidade, porém ndo apresentaram resultados de reducdo de carga
fungica em animais.
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2. JUSTIFICATIVA

O crescimento da incidéncia de infecgdes por fungos nos ultimos cinquenta anos junto ao
prolongamento da expectativa de vida da populag¢do veio acompanhado por uma problemética em
torno dos farmacos antifungicos utilizados no tratamento. Apos o desenvolvimento das principais
classes de antifungicos utilizadas atualmente no tratamento, pouco foi inovado na terapia de
micoses. Os farmacos mais eficazes e utilizados apresentam alta toxicidade ao organismo do
hospedeiro, como a nefrotoxicidade e hepatotoxicidade causada pela anfotericina B. Além disso,
0 intenso uso das mesmas classes medicamento contra fungos resultou na identificacdo de cepas
com resisténcia (Jensen-Pergakes et al., 1998; Karkowska-Kuleta et al., 2009). Frente a
dificuldade de tratamento e a alta morbi-mortalidade de infecgdes causadas por fungos, tornou-se
necessaria a busca por novas alternativas de tratamento. A utilizacdo de imunoterapias permite
respostas bastante especificas contra os respectivos alvos, além de farmacos nesse formato
apresentarem meia-vida sérica longa e especificidade. Nos altimos anos, foram desenvolvidos
diversos tratamentos de doencas utilizando anticorpos monoclonais, demonstrando ser uma
tecnologia bastante promissora. O desenvolvimento de terapias antifingicas baseada na resposta
imunoldgica do hospedeiro e ndo apenas no patégeno tem sido investigado utilizando diferentes
alvos moleculares. O uso anticorpos monoclonais contra micoses de grande importancia e
gravidade clinica pode ser uma alternativa de tratamento para esse tipo de infeccdo sendo mais
seguro e eficaz para os individuos infectados que estejam internados e gravemente debilitados,
minimizando os efeitos adversos provocados pelos atuais farmacos antifungicos. Além disso, o
uso de anticorpos parece ser vantajoso por atuar tanto nos microrganismos como na modulacdo do
sistema imune, que esta relacionado a capacidade do patdgeno em se estabelecer no organismo do
hospedeiro. Nosso grupo de pesquisa possui diferentes projetos de busca de terapias contra
infeccOes fungicas humanas utilizando alvos moleculares que afetem a sobrevivéncia do patégeno
no hospedeiro. A Trrl é um dos alvos estudados pelo grupo, e o objeto de estudo deste projeto é
verificar a utilizacdo desta proteina contra fungos patogénicos para desenvolvimento de
imunoterapias. Anticorpos contra Trrl como alvo de fungos patogénicos podem ser capazes de
afetar a estrutura da parede celular do fungo deixando-o mais suscetivel a outros antifingicos e ao
proprio sistema imune do hospedeiro. Foram escolhidos trés patdgenos P. lutzii, C. albicans e C.
neoformans para o desenvolvimento de anticorpos que ligam as suas respectivas Trrl. Devido a

similaridade entre as espécies de Paracoccidioides para a imunizacgéo, foi escolhido utilizar apenas
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uma das espécies. O tratamento utilizando anticorpos monoclonais podera resultar em uma nova

estratégia para o tratamento e até mesmo profilaxia contra estas doencas.
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3. OBJETIVOS:

Objetivo Geral:
Investigar a capacidade imunogénica da proteina Trrl na producao de anticorpos em camundongos

e seu potencial uso como alvo-molecular para imunoterapia em fungos patogénicos humanos.

Objetivos Especificos:

1) Produzir proteinas recombinantes Trrl puras de P. lutzii, C. neoformans e C. albicans.

2) Imunizar camundongos com as 3 proteinas Trrl recombinantes obtidas a partir de
expressao heterdloga em Escherichia coli.

3) Realizar a imunocitolocalizacdo das proteinas Trrl em P. lutzii, C. neoformans e C.

albicans.
4) Gerar hibridomas para a obtencéo de anticorpos monoclonais contra a proteina Trrl.
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4. ESQUEMA DO PROJETO

Andlise da sequéncias das proteinas

Expressao das proteinas

Obtencao das proteinas puras

Imunizagao de camundongos

Obtencdo de soros policlonais Obtencao dos drgaos linféides
Titulagao dos soros Geragao de hibridomas

Imunolocalizagdo da proteina Selecdo dos clones
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Linhagens de células

As linhagens trabalhadas estdo representadas na Tabela 4. Para bactérias foram realizados
estoques de cada uma em criotubos contendo uma mistura de 50% de LB liquido e glicerol 50%,
e armazenados a -80°C. Para os fungos Cryptococcus neoformans e Candida albicans foram
realizados estoques de forma semelhante, substituindo o meio LB por YPD liquido. Esses estoques
foram utilizados para o repique por esgotamento em placas de LB solido (LB + agar 1,5%) para
bactérias por uma noite engquanto as de fungos foram incubadas por 3 dias em YPD s6lido, todos
a 37°C e foram armazenadas a 2-8°C como estoque pronto para uso por no maximo 15 dias. As
colbnias isoladas em cada uma das placas foram utilizadas diretamente em indculos de meios
liquidos, LB e YPD para bactérias e fungos, respectivamente. As linhagens de Paracoccidioides

foram repicadas a cada cinco dias em meio Fava-Netto.

Tabela 4. Linhagens de células utilizadas no trabalho

LINHAGEM ESPECIE
H99 C. neoformans
Pb01 P. lutzii
Pb18 P. brasiliensis

Sc3514 C. albicans

BL21(DE3) Escherichia coli

DH5a. Escherichia coli

5.2 Vetor de expressao
O vetor de expressdo escolhido para a clonagem dos genes das proteinas de interesse foi

pET-21a (+) (Novagen), que esta sob o controle transcricional do bacteriofago T7 (Figura 12).
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Figura 12: Vetor pET-21a (+) e seus sitios de restricdo. (Novagen, 2011). O vetor pET21a (+) foi utilizado para a

clonagem do gene de Trrl possibilitando a producédo da proteina recombinante, possui a ampicilina como marca

seletiva e é controlado a nivel transcricional pelo promotor T7-lac.
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5.3 Meios de cultura
Os meios de cultura foram preparados com agua destilada e esterilizados pela técnica de

autoclavagem (120°C por 20 minutos) ou por filtragdo com membranas de 0,22um.

e YPD:
Extrato de levedura 1,0% (p/v)
Glicose 2,0% (p/v)
Triptona 2,0% (p/v)

pH= 5,6, esterilizac&o por autoclavagem a 120°C por 15 min.

No caso de meio solido adicdo de 1,5% de agar.

e LB (Luria-Bertani)

Peptona de caseina 1,0 % (p/v)
Extrato de Levedura 0,5 % (p/v)
NaCl 1,0 % (p/v)

pH=7,2, esterilizacdo por autoclavagem a 120°C por 15 min.

No caso de meio solido adigdo de 1,5% de &gar.

e [Fava-Netto

Proteose peptona 0,3 % (p/v)
Peptona de caseina 1,0 % (p/v)
Extrato de carne 0,5 % (p/v)
NaCl 0,5 % (p/v)
Extrato de Levedura 0,5 % (p/v)
Agar 1,8 % (p/v)
g.s.p H20 90 %

pH=7,4, esterilizac&o por autoclavagem a 120°C por 15 min.
Dissolver 4% de glicose em 10% do volume final de H20 e esterilizar por

filtracdo.
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. SB (Super Broth)

Peptona de caseina 3,0 % (p/v)
Extrato de levedura 2,0 % (p/v)
MOPS 1,0 % (p/v)

pH=7,0, esterilizacdo por autoclavagem a 120°C por 15 min

. SOB
Bacto-triptona 2,0 % (p/v)
Extrato de levedura 0,5 % (p/v)
NaCl 0,06 % (p/v)
KCI 0,002 % (p/v)

pH=7,0, esterilizacdo por autoclavagem a 120°C por 15 min

. SOC
Meio SOB 98 mL
Solucdo estoque Mg?*2M 1 mL
Solucéo estoque de glicose  1mL
2M

o RPMI 1640 (Gibco, Massachussets, Estados Unidos)
Ampicilina Estoque: 100 mg/mL
Aminoéacidos ndo essenciais
Soro Fetal Bovino (Invitrogen, California,

Estados Unidos).

Uso: 100 pg/mL

Uso: 1ImM
Uso: 10%

Dissolvido em &gua MilliQ e esterilizado por filtragdo em membrana Millipore 0,2 um e

armazenada a 4 °C.
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5.4 Solugbes e TampGes

Tampéo TEB 10X para gel de agarose:

Tris Base 0,89 M
Acido Bérico 0,89 M
EDTA 0,02 M
pH=8,0

Tampé&o de amostra para gel de agarose 10x:

Tampéo TEB 20X 50 % (v/Vv)
Glicerol 50 % (v/v)
Azul de Bromofenol 0,1 % (p/v)
Xileno Cianol 0,1 % (p/v)
pH=8,0

Tampado de corrida 5X para SDS-page:

Tris Base 1529
Glicina 72049
SDS 509
g.s.p 1L
pH=8,3

Tampdao de amostra 5X para SDS-page:

Tris Base 0,302 g
SDS 2,0¢g
Azul de Bromofenol 0,025 g
Glicerol 10 mL
-mercaptoetanol ImL
g.s.p 20 L
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Solugéo estoque de acrilamida para gel de proteina:

Acrilamida 30 %

Bis-acrilamida 0,8 %

Tampdo para gel de proteina (separador):
Tris Hcl 15M
pH 8,8.

Tampdo para gel de proteina (concentrador):
Tris HCI 0,5M

pH 6,8

Solucdo corante para gel de poliacrilamida com Comassie Blue R-250.

Comassie R-250 0,25 %
Metanol 40 %
Acido acético 10%
H20 g.s.p

Solucdo corante para gel de poliacrilamida com Comassie Blue G.

Comassie G 0,5 %
Metanol 30 %
Acido acético 10%
H20 g.s.p

Solucéo descorante para gel de poliacrilamida.

Metanol 40 %
Acido acético 10%
H20 g.s.p
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. Solucdo de Transferéncia para Western-blot

Tris base 48 mM
Glicina 39 mM
SDS 0,037 %
Metanol 20 %

. Solucdo Blogueadora para Western-blot

PBS 1X
Leite em po 5%

. APB
NaCl 100 mM
Tris—HCI pH 9,5 100 mM
MgClz 5mM

. Tampéo de Eluicdo para purificacdo em coluna Ni Sepharose 6 Fast Flow (GE

Healthcare):

Naz2H2PO4 50 mM
NaCl 300 mM
Imidazol 250 mM
pH=8,0

o Tampdo de Lise para purificacdo em coluna Ni Sepharose 6 Fast Flow (GE

Healthcare):

NazH2PO4 50 mM
NaCl 300 mM
Imidazol 10 mM
pH=8,0
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Tampéo de Eluicdo para purificagdo em coluna Ni Sepharose 6 Fast Flow (GE

Healthcare):
NazH2PO4
NaCl
Imidazol
pH=8,0

Tampéo PBS
KCI

NaCl
KH2PO4
NazHPO4
pH=7,4

TBS 10X

Tris base pH 7.2
NaCl

NaN3

50 mM
300 mM
60 mM

2,7mM
137 mM
2 mM
10mM

2M
5SM
1M

Solucdo de Lavagem para ELISA

Tween 20

Em PBS ou TBS 1X

0,1%

Solucédo de Bloqueio para ELISA

BSA

1%
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J Tampéo de Lise RIPA

NaCl 150 mM
EDTA pH 8,0 5 mM
Tris pH 8,0 50 mM
NP-40 1%

Na Deoxicolato 0,5%
SDS 0,1%

5.5 Desenho dos genes para a producéo de proteinas recombinantes de Trrl

A sequéncia da proteina Trrl de Saccharomyces cerevisiae foi obtida em seu respectivo
banco de dados SGD database e foi utilizada na ferramenta BLASTP permitindo a obtencéo das
sequéncias nos fungos C. neoformans, C. albicans, P. lutzii e A. fumigatus. Baseado em um
alinhamento entre as espécies, foi selecionada a sequéncia do gene para sintese quimica e posterior

clonagem em vetor bacteriano.

5.6 Sintese dos genes-alvo:

Os genes-alvo TRR1 foram sintetizados quimicamente pela empresa Epoch Biolabs
(Missouri, Estados Unidos) a partir de um desenho realizado pelo grupo no Laboratério de
Biologia Molecular de acordo com os codons preferenciais de E. coli, contendo sitios de restri¢do
para as enzimas Xhol e Ndel (New England Biolabs, Massachusetts, Estados Unidos). O gene foli
clonado no vetor de expressao bacteriano pET-21a(+) (Novagen, Itabira, Brasil) sob o controle
transcricional da T7 RNA polimerase e confirmado por digestdo pelas enzimas de restricdo dos
respectivos sitios mencionados (New England BioLabs, Massachusetts, Estados Unidos). Essas
digestdes foram observadas em gel de agarose 0,8% utilizando marcador (1 Kb plus DNA Ladder
— Invitrogen, California, Estados Unidos) e os plasmideos foram entdo purificados utilizando kit
Qiagen plasmid Midi kit 100. O vetor foi transformado em Escherichia coli BL21(DE3) para

producdo de proteinas recombinantes com 6X his-tag.
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5.7 Geracdo de células eletrocompetentes e transformacéo por eletroporagéo

Células BL21(DE3) em estoque a - 80°C foram plaqueadas e incubadas para o preparo das
células eletrocompetentes. Foi realizado um pré indculo de uma colénia isolada, incubado por 16
horas a 37 °C saob agitacdo de 250 rpm. Foi adicionado 2,5 mL da solugédo estoque de glicose 2 M,
2,5 mL da solucdo estoque de Mg 2 M e 1 mL do inéculo em dois tubos de 1 L contendo 250 mL
de meio SB, que foram incubados a 37 °C sob agitacdo de 250 rpm até a OD atingir o valor de
0,35-0,4. Ao atingir a OD, os tubos foram transferidos para uma mistura de agua gelo para que a
cultura fosse resfriada rapidamente onde permaneceu por 30 minutos. Passado o tempo, a cultura
foi centrifugada a 4 °C por 20 min a 3000 x g, entdo o sobrenadante foi descartado e ressuspenso
em 25 mL de glicerol 10 % gelado e depois o volume foi completado até encher % do tubo. As
células foram centrifugadas a 4 °C por 20 min a 3000 x g, o sobrenadante descartado. Por fim, as
células ressuspendidas em 1 mL de glicerol 10% e foram feitas aliquotas de 50 pL que foram
imediatamente congeladas em uma mistura de gelo seco com etanol e armazenadas a - 80 °C.

Cada aliquota das células eletrocompetentes foi utilizada para uma clonagem utilizando 5
ng de cada plasmideo que foi adicionado delicadamente em cada frasco que teve o conteudo
tranferido para cubetas previamente resfriadas entre os eletrodos de 0,2 cm (BioRad, Califérnia,
Estados Unidos). O equipamento foi ajustado para resisténcia de 200 Q, capacitancia de 25 pF e
voltagem para 1,8 kV. Imediatamente apds a eletroporacéo, foi adicionado 1 mL de meio SOC, as
células foram ressuspendidas cuidadosamente, transferidas para um tubo de 15 mL e incubadas 37
°C por 1 hora sob agitacdo de 200rpm. Foram adicionados 10 pL e 100 pL da transformagdo em
placas de LB contendo o antibiotico seletivo que foram incubadas a 37 °C por 12 a 16 horas e

depois armazenadas a 4 °C

5.8 Inducéo e purificacdo das proteinas
Apos clonagem do vetor em células BL21(DE3) competentes, foram escolhidas aleatoriamente
duas coldnias transformantes na placa contendo ampicilina, a fim de verificar se eram de fato
capazes de se serem induzidas para producéo de proteinas recombinantes com 6x his-tag. Uma
inducdo em pequena escala em 100mL de meio LB foi inicialmente realizada para observar a
ocorréncia da indugdo das proteinas de interesse e em caso positivo foi realizada uma inducgdo em
2 L de meio com o mesmo clone. Para a inducéo foi realizado um pré-indculo em pequeno volume

no dia anterior que permaneceu crescendo por toda a noite a 37 °C sob agitacdo de 250 rpm com
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0 antibiotico seletivo. No dia seguinte, 5 % do volume do pré-indculo foi utilizado para realizar o
inéculo no volume total de inducdo, sem o antibiotico seletivo. As células permaneceram
crescendo até que a OD 600 nm atingisse uma faixa de étima entre 0,4-0,6 quando foi colocado
IPTG estabelecido para a Trrl de cada fungo (Tabela 5).

Tabela 5: Concentragdo de IPTG para cada proteina

PROTEINA IPTG
Trrl C. abicans 0,25 mM
Trrl P. lutzii 0,5mM
Trrl C. neoformans 0,25 mM

As células durante a inducdo de pequena escala permaneceram por 24h a 30°C e 37 °C sob
agitacdo de 250 rpm, sendo que foram retiradas amostras nos tempos de 2h, 4h, 6h e 24h para
determinar o melhor o tempo de inducdo. Essas amostras retiradas foram centrifugadas por 5
minutos a 13000 x g, o sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 25 L de
tampdao de amostra 2X. Ao final da inducéo, a cultura foi centrifugada por 20 minutos a 4 °C a
8000 rpm, o sobrenadante foi descartado e armazenado a — 80 °C.

O precipitado foi ressuspendido em 10 mL de tampé&o de lise e rompidas utilizando o
aparelho Vibra Cell (Sonics) com uma amplitude de 50 %, aplicando 10 pulsos de 10 segundos
com intervalos de 1 min, sempre mantendo as amostras no gelo. Apos a sonicagdo, o extrato foi
centrifugado por 30 minutos a 4 °C a 8000 x g. No caso da purificacdo em pequena escala, o
sobrenadante, contendo a proteina soltvel expressa foi transferido para a coluna contendo a resina
Ni Sepharose 6 Fast Flow, que posteriormente foi substituida pela HisPur™ Cobalt
Chromatography Cartridges (ThermoFisher, Massachusetts, Estados Unidos) onde
permaneceu sob orbital giratério por 1 hora e meia a 4 °C. Posteriormente, foi coletado 1 mL do
sobrenadante e foram efetuadas trés lavagens utilizando 4 mL do tampé&o de lavagem, sendo
coletados 1mL de cada uma das lavagens. Por fim foram efetuadas seis eluicbes de 1mL
Posteriormente, foi realizada a etapa de elui¢do da proteina, onde foram realizadas cinco elui¢des
com 1 mL, que foram coletados. Ao final a coluna foi lavada cinco vezes com agua destilada e

armazenada com alcool 20 % a 4 °C.
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J& na purificacdo de larga escala, o procedimento foi realizado na coluna HiTrap Talon
Crude 5mL de Cobalto no equipamento Akta Avant (GE, Little Chalfont, Reino Unido). A coluna
foi lavada com um tampéo 10 mM de imidazol com um fluxo de 3 mL/minuto. Em uma bomba
ficou o tampéo de fosfato sem o imidazol e na outra o tampao de fosfato com 500 mM de imidazol,
o equilibrio foi realizado com 2 % do tampdo com imidazol em cinco volumes de coluna. A
amostra ndo precisou ser filtrada e foi injetada em um fluxo de 1 mL/minuto. Para a eluicéo o fluxo

foi de 3 mL/minuto e o sobrenadante e a lavagem foram recolhidos.

5.9 Verificacdo da expressdo e purificacdo de proteinas em gel de poliacrilamida:

A fim de verificar se as proteinas foram expressas e se a purificacdo funcionou, foi
preparado gel de poliacrilamida 12 % (Tabela 6) em sistema de mini géis montados no aparato de
eletroforese (Biorad, Califérnia, Estados Unidos). Das amostras coletadas nos tempos de 2h, 4h,
6h e 24h, foram colocados no gel 10 puL. O sobrenadante da lavagem e as eluigdes foram
preparados com 4 pL de tampdo de amostra 5X e com 16 pL de amostra e por fim, foram aplicados
0s 20 pL no gel. Do marcador de massa proteica SDS-Page Broad Range (Biorad, Califérnia,
Estados Unidos) foram utilizados 6 pL. Antes de serem colocadas no gel, todas as amostras,
incluindo o marcador, foram fervidos por 5 minutos e entdo centrifugados por mais 5 minutos a
13000g.

Tabela 6: Composicédo de um gel de poliacrilamida

1GEL
COMPONENTE SEPARADOR CONCENTRADOR
Agua Destilada 1,675 mL 1,525 mL
TrisHCIpH8,815M 1,2mL -
TrisHCIpH 6,805 M - 0,625 mL
SDS 10% 50 puL 25 uL
Acrilamida 2mL 0,325 mL
(acrilamida 30% + bis-
acrilamida 0,8%)
TEMED 2,5 uL 2,5 uL
APS 10% 25 pL 125 L
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As condicdes da eletroforese foram de 35 V por 15 minutos até que as amostras entrassem
na parte separadora dos géis e entdo a voltagem foi aumentada para 170 V até o final da corrida.
Os géis foram entdo corados com Comassie Blue por no minimo 2 horas sob leve agitacdo
suficiente para mover o corante por cima do gel e depois descorados com solugcdo descorante até

que fosse possivel a visualizacdo do perfil proteico.

5.10 Concentracdo das proteinas e quantificacao:

As proteinas foram concentradas por ultrafiltragdo em Millipore's Centriprep™ de 15mL,
10 kDa, que foi centrifugado a 2900 x g por 40 minutos o tanto de vezes que foi necesséario de
acordo com o volume total. Durante o processo, foi retirado todo o imidazol, substituindo o tampéo
por PBS 1X. A quantificacdo da proteina foi feita por espectrometria a 280 nm utilizando
equipamento NanoDrop, o qual utiliza a massa molecular e o coeficiente de extingdo molar para o

célculo da concentragdo da proteina (Tabela 7).

Tabela 7: Coeficiente de extingdo e massa molecular de cada uma das proteinas
PROTEINA COEFICIENTE DE MASSA MOLECULAR
EXTINCAO MOLAR

Trrl C. abicans 32680 35504,4
Trrl P. lutzii 26150 38805,8
Trrl C. neoformans 33015 398868,7

5.11 Imunizag&o dos camundongos:

As proteinas recombinantes na quantidade de 50 pg foram emulsificadas em adjuvante
Freund, que correspondeu a 50 % do volume. Inicialmente foi realizado um teste piloto de
imunizaces a fim de verificar o protocolo estabelecido para esse experimento que é divergente
do preconizado para imunizagdes pois foram utilizadas trés proteinas diferentes uma em cada
imunizacdo. Foram realizadas trés imunizagdes em camundongos BALB/c fémeas com 4 a 6
semanas de vida por via intradérmica, com duas semanas de intervalo cada uma. A primeira

imunizacdo foi realizada com adjuvante Freund completo enquanto a segunda e terceira
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imunizacéo foram realizadas com adjuvante Freund incompleto. Para o teste piloto, o volume total
de in6culo em cada camundongo foi de 100 pL aplicado nas costas, enquanto para a obtencédo de
hibridomas na primeira fuséo a imunizacao foi realizada aplicando 30 pL no coxim plantar de cada
pata do animal e na segunda fusdo foi realizado como no teste piloto. A cada imunizagao os animais
foram sedados com isoflurano e foi retirada uma amostra de sangue maximo 40 uL do seio retro
orbital dos animais a fim de obter soro para a realizacao do teste de ELISA e verificar a producéo
de anticorpos. Ao final do teste piloto, os animais foram exsanguinados por pungéo intracardiaca
apos eutanasia por overdose de anestésico (cetamina 120 mg/kg, xilazina 20 mg/kg). No teste para
obtenc&o de hibridomas, o camundongo com o titulo mais alto de anticorpos foi selecionado para

dar continuidade aos experimentos e fazer a fusdo de linfocitos com celulas de mieloma.

512 ELISA

Foi preparada uma solucédo da proteina purificada na concentra¢do de 10 pg/mL e 50 puL
desta foi adicionada a cada pogo de uma placa de ELISA, que foi incubada a 37 °C por 1 hora.
Passado o tempo, foi adicionado 200 pL da solucdo de bloqueio com BSA a cada passo e a placa
foi incubada a 37 °C por mais 1 hora. O conteudo foi descartado e a placa foi lavada 3 vezes com
TBST ou PBST e entdo foi adicionado 50 uL de anticorpo priméario, que foram os anticorpos
gerados no experimento, poli ou monoclonais. As placas foram incubadas a 37 °C por 1 hora e
lavadas trés vezes com a mesma solugéo utilizada na lavagem anterior. Foi preparada uma dilui¢do
de 1:1000 de uma mistura de IgA, IgG e IgM como anticorpo secundario, dependendo de qual foi
utilizado, que foi adicionada na quantidade de 50 pL em cada poco e incubada a 37 °C por 1 hora.
Por fim, o contetdo foi retirado da placa e ela foi lavada cinco vezes com solucao de lavagem. A
revelagéo foi realizada preparando 5 mL de uma solucdo contendo comprimido de pNPP (Sigma,
Missouri, Estados Unidos) e adicionando 50 pL em cada poco da placa. A leitura da placa foi
realizada em espectrofotdmetro a 405 nm.

No caso de diluir o anticorpo primario para realizar sua respectiva titulacdo foi adicionado
nos pocos da fileira A uma diluicdo de 1:100 do soro dos camundongos imunizados e 50 pL de
solucéo de bloqueio nos pocos B-H Dessa forma foi realizada uma diluigdo seriada retirando 25
ML dos pocos A e assim consecutivamente até os poc¢os da fileira G. Na fileira H, foram feitos
pocos de controle na qual ndo se adicionou diluicdo nenhuma de anticorpos como controle

negativo. Os titulos dos anticorpos foram avaliados de acordo com os valores das ODs obtidas em
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duplicata para cada dilui¢cdo. O ponto de corte utilizado para os valores foi calculado baseado na
média obtida dos valores de controle negativo adicionado ao valor do desvio padrdo multiplicado
por dois (MEDIA+ 2 x DESVIO PADRAO = VALOR DE CORTE). Dessa forma os valores de
OD positivos para serem avaliados na titulagdo foram aqueles maiores que o valor de corte
calculado para cada placa de ELISA. O controle negativo utilizado na placa foi a adi¢cdo de PBS

no lugar do soro policlonal no momento do uso de anticorpo primario.

5.13 Obtencao de hibridomas

Foram realizadas duas fusdes para obtencdo de hibridomas. A primeira delas foi realizada
no Instituto Butantan onde a técnica realizada utilizava a linhagem de células de mieloma Sp2/0O,
ja a segunda foi realizada na Johns Hopkins University utilizando a linhagem de células de
mieloma mantida pelo grupo que era a NSO. Ambas as células estavam em estoque de meio RPMI
com 20 % de DMSO a - 80 °C e foram descongeladas para serem cultivadas até uma quantidade
equivalente a trés garrafas de cultura grandes para a fusdo. As células de mieloma foram cultivadas
em meio RPMI com 10% de soro fetal bovino, aminoacidos ndo essenciais e piruvato a 37 °C e a
troca de meio foi realizada diariamente, além da transferéncia para outras garrafas sempre que
necessario. Para a fusdo, foram cultivadas duas garrafas grandes de mieloma.

No dia anterior foi realizado um Feeder layer, no qual foram retiradas células peritoneais
de um camundongo BALB/c macho de 8 semanas e adicionadas a placa de cultura celular. O
camundongo foi eutanasiado em camara de COz2, imerso em etanol 70 % e sua pele foi descolada
da membrana que reveste o peritdneo. Foi injetado 5 mL de meio RPMI no abdome, que foi entdo
massageado e com o auxilio de uma seringa, o liquido injetado foi recuperado e adicionado a 40
mL de RPMI. A mistura foi homogeneizada e distribuida pela placa de cultura celular de 96 pogos
que foi entdo incubada a 37 °C.

Para a fusdo, o camundongo utilizado foi o de melhor titulo verificado por ELISA, que foi
eutanasiado em camara de CO2 e imerso em etanol 70 % a fim de evitar contamina¢do no momento
de abertura do abdomen. Para a primeira fusdo retirou os linfonodos popliteos que foram
acondicionados em um frasco com meio RPMI com gentamicina. J& a segunda fusdo retirou o bagco
dos animais. Posteriormente os 6rgdos foram transferidos para uma malha com coletor embaixo e
limpos, retirando todo o tecido adiposo externo. O meio RPMI foi injetado a fim de inflar os 6rgdos

que foram macerados para liberar os linfdcitos. As células foram entdo centrifugadas a 250 x g por
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5 min a 37 °C e ressuspendidas em 10 mL de meio RPMI. A contagem do nimero de linfécitos
foi realizada em camara de Neubauer e para a fusdo foi utilizada uma quantidade de 1 linfocito
para cada 2 células de mieloma. Essa mistura foi colocada em um frasco de 50 mL e centrifugada
a 250 x g por 5 min e ent&o o sobrenadante descartado. Esse tubo foi colocado em banho maria a
37 °C para a fusdo utilizando polietilenoglicol (PEG) 1500 com 50 uL de DMSO gotejado durante
1 minuto sob agitacdo manual. Apos esse processo as celulas foram mantidas em repouso por mais
1 minuto e entdo foram adicionados 2 mL de RPMI sem soro por 1 minuto seguido por 20 mL do
meio por 4 minutos. Um novo repouso de 4 minutos foi realizado e as células foram centrifugadas
a 250 x g por 5 minutos e ressuspendidas em 40 mL de meio RPMI contendo 15 % de soro fetal
bovino, 2 % HAT, 2 % de aminoacidos ndo essenciais, 1 % de piruvato e 30 ug/mL de gentamicina.
Essa suspensao foi distribuida nos poc¢os de placas de 96 pocos na quantidade de 100 uL. As placas
foram armazenadas em estufa a 37 °C e 5 % de COz. Diariamente as células foram monitoradas e
a cada dois dias foi realizada a troca de um novo meio. Ap6s uma semana o HAT foi trocado por
HT que permaneceu em uso no meio por mais duas semanas e apos esse periodo as células foram
mantidas em meio RPMI com 15% de soro fetal bovino, aminoécidos ndo essenciais, piruvato e
gentamicina 30 ug/mL. Apds cerca de 10 dias da fusdo o sobrenadante dos hibridomas foram
testados por ELISA a fim de verificar os clones positivos que foram expandidos e clonados por
diluicdo limitante de forma a obter 5 células por mL. Os pogos com crescimento de um Unico clone

foram expandidos e armazenados a -80 °C.

5.14 Obtencao dos extratos proteicos

Os extratos proteicos do citosol e superficie da célula de cada um dos fungos e de células
de mamiferos foram obtidos de culturas novas. As espécies de Paracoccidioides permaneceram
crescendo por 5 dias em meio Fava-Netto a 37°C e ap0s esse tempo a cultura foi raspada e
ressuspendida em Tris-HCI 10 mM pH 7,4. As células de C. albicans e C. neoformans cresceram
por 48 horas em meio YPD sob agitacdo de 250 rpm a 37 °C e foram centrifugadas a 8000 x g por
10 minutos a 4 °C para a remocao do meio e ressuspendidas em Tris-HCI 10 mM pH 7,4. Todas
as células foram entdo lavadas cinco vezes com 20 mL de agua gelada e centrifugadas a 8000 x g
por 5 minutos a 4 °C. Por fim, as celulas foram ressuspendidas no tampé&o Tris-HCI 10 mM pH
7,4 contendo inibidores de protease e foi adicionado um volume igual de pérolas de vidro. Os tubos

foram agitados em vortex durante 30 segundos com intervalos de 3 minutos seis vezes e entdo
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foram centrifugados a 3000 x g por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante obtido foi guardado a
temperatura de — 80 °C. O precipitado foi lavado cinco vezes com agua gelada e depois uma vez
com tampdo de PMSF 1 mM com 5 % de NaCl, 2 % de NaCl e 1 % NaCl. As proteinas foram
extraidas utilizando tampao Tris-HCI 50 mM pH 8,0, EDTA 0,1 M, SDS 2 %, DTT 10 mM que
foi adicionado e entdo fervido por 10 minutos. Por fim, a amostra foi centrifugada a 13000 rpm
por 10 minutos e o sobrenadante foi armazenado a de — 80 °C. Os extratos das células de mamiferos
foram obtidos apenas do citosol, de forma semelhante, porém ao invés de utilizar o tampéo de
Tris-HCI 10 mM pH 7,4, foi utilizado o tampéo RIPA.

5.15  Aspectos Eticos

Os experimentos no Brasil foram realizados nos biotérios da Universidade Catolica de
Brasilia, da Universidade de Brasilia e Instituto Butantan com o protocolo de ética nimero 018/13
aprovado na Universidade Catdlica de Brasilia sob o titulo “Geracdo de anticorpos monoclonais
e policlonais em camundongos contra os antigenos HSP90, TRR1, ERG6 e KRE2” sendo a salde
dos camundongos verificada por veterinarios nesses locais durante a semana e a eutanasia de
responsabilidade dos técnicos responsaveis pelo local.

Nos Estados Unidos, na Johns Hopkins University, a aprovacdo de uso de animais em
experimentos requer aprovacao do comité de ética para o experimento, que foi obtida apresentando
o protocolo com o nome “Mechanisms of antibody-mediated protection against Cryptococcus
neoformans”, no qual foi descrita a metodologia, com numero MO15H134. Além disso, a
aprovacao de uso exige a capacitacao do usuario por curso de aprendizado de manuseio de animais
“Animal Care and Use”. No biotério os animais receberam cuidado diério e foram vistoriados por
veterinarios que notificavam os usuarios e orientadores caso 0s animais demonstrassem sinais e
sintomas incomuns de doengas ou sofrimento. Ao final dos experimentos 0s usuarios eram
responsaveis pela eutanadsia os animais que foi realizada por asfixia em camara de CO2 com
aumento gradual do gas e ao final, deslocamento cervical para certificar a morte dos animais. Esses
animais foram descartados em sacos plasticos devidamente identificados e levados a cAmara fria

do biotério que se responsabilizava pelo destino.
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5.16 Western-blot

A fim de verificar a presenca das proteinas nos fungos estudados, os extratos protéicos do
citosol e da membrana foram submetidos a western blot utilizando os anticorpos policlonais
obtidos na imunizacgdo dos camundongos. Foram corridos dois géis, um que foi corado e outro que
foi submetido ao western-blot. Ao terminar a corrida, foi realizada a transferéncia utilizando o
equipamento Trans-Blot SD Semi-Dry Eletrophoretic Transfer Cell (Biorad, Califérnia, Estados
Unidos) para uma membrana de nitrocelulose (Amersham Pharmacia Biotech, Little Chalfont,
Reino Unido).

O sistema de transferéncia foi montado colocando, respectivamente um papel de filtro, a
membrana, o gel de poliacrilamida e outro papel de filtro, sendo todos molhados em tampé&o de
transferéncia. As bolhas foram cuidadosamente retiradas e o sistema foi submetido uma corrente
elétrica de 15 V durante 15 min. Apds a transferéncia, a membrana foi bloqueada com solucéo de
blogueio preparada com leite e PBST 1X por 1 h a temperatura ambiente, sob leve agitacdo. A
membrana foi lavada trés vezes com PBST 1X por 5 minutos sob leve agitacdo e entdo, incubada
com uma diluicdo de 1:1000 do soro de anticorpos policlonais durante 1 hora a temperatura
ambiente, sob leve agitacdo. Passado o tempo, a membrana foi lavada novamente 3 vezes com
PBST 1X por 5 minutos e foi adicionado o anticorpo secundario monoclonal anti-polyHis
conjugado com fosfatase alcalina (Sigma, Missouri, Estados Unidos) na diluicdo 1:1000 em
solucdo PBS 1X por 1 hora e meia a temperatura ambiente. Ap0s a incubacdo, a membrana foi
lavada sete vezes por 5 minutos cada com PBST 1X. Por fim, a membrana foi lavada com APB e
as solucdes reveladoras NBT e BCIP (Sigma, Missouri, Estados Unidos) foram colocadas e a
membrana permaneceu sendo agitada até o aparecimento das bandas. A membrana entdo foi lavada

com agua destilada, seca a temperatura ambiente e armazenada em papel aluminio.
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6. RESULTADOS

6.1 Analise das sequéncias de Trrl de fungos patogénicos

As sequéncias da proteina Trrl dos fungos C. albicans, C. neoformans, P. lutzii e
Aspergilus fumigatus foram obtidas pela ferramenta BlastP a partir da sequéncia da tiorredoxina
redutase de Saccharomyces cerevisiae depositada no banco de dados do fungo por ser uma
levedura amplamente estudada. O alinhamento com a sequéncia de A. fumigatus foi realizado a
fim de observar se a proteina de um fungo patogénico encontrado em sua forma filamentosa e de
relevancia clinica que ndo foi foco do estudo, poderia ser alvo de um farmaco de largo espectro
por sua semelhanca com as proteinas de outros fungos (Figura 13).

A escolha do alvo de Trrl para esse estudo foi baseada nos estudos previos ja obtidos pelo
grupo de identificacdo de gendmica comparativa observando a proteina em diversos fungos
patogénicos. Outro fator que despertou mais interesse no estudo desse alvo foi a obtencdo, no
mesmo grupo, de resultados promissores de efeitos antifingicos com moléculas sintetizadas tendo
como alvo a Trrl. No entanto, a similaridade das proteinas entre fungos patogénicos de relevancia
clinica e de interesse no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas ainda ndo havia sido
analisada por alinhamento de residuos de aminoacidos.

Observou-se semelhanca entre as cinco proteinas analisadas, com regifes compostas por
residuos de aminiacidos comuns a todas elas, demonstrando similaridade da Trrl entre fungos de
diferentes espécies e filos. A analise da sequéncia de Trrl de todos os fungos demonstra que ela é
conservada entre as espécies aumentando as chances de que uma terapia antifingica possa atuar
contra diferentes fungos (Tabela 8). O Query cover do alinhamento da sequéncia de Trrl de S.
cerevisiae com os demais fungos foi bastante alto, de 99% com e-value baixos, porém com
identidade variando entre 66%, correspondente a sequéncia de A. fumigatus e 80% com a de C.
albicans. A maior identidade com a sequéncia de A. fumigatus foi a de P. lutzii com 75% e query
cover de 98%; e a menor foi de 67% com C. albicans e query cover de 98%. Os trés fungos do
estudo foram também alinhados aos pares a fim de obter a similaridade entre as suas respectivas
Trrl, e embora C. neoformans e P. lutzii tenham apresentado um alinhamento de 99% da
sequéncia, a identidade com C. albicans foi de apenas 69% e 67% respectivamente. Entre as

proteinas, a maior identidade foi de 70% entre P. lutzii e C. neoformans, com query cover de 91%.
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Figura 13: Alinhamento entre as sequéncias de Trrl de diferentes espécies de fungos. A sequéncia de Trrl de S.
cerevisiae foi utilizada na ferramenta BlastP para a busca dessas proteinas nos fungos estudados, C. albicans, C.
neoformans e P.lutzii. A sequéncia de A. fumigatus foi acrescentada no alinhamento a fim de verificar se esse patégeno
de relevancia clinica, que possui mais proximidade ao género Paracoccidioides que aos demais, poderia apresentar
similaridade as demais proteinas. Baseado no alinhamento, foi possivel observar regides da sequéncia de proteina que

sdo altamente conservadas entre as espécies.
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Tabela 8: Similaridade das proteinas de Trrl de fungos de diferentes espécies

S. cerevisiae C. albicans C. neoformans P. lutzii A. fumigatus
Total Score 539 464 461 448
Query Cover 99% 99% 99% 98%
E-value 0.0 5e-164 le-162 le-156
Identity 80% 70% 69% 66%
C. neoformans P. lutzii C. albicans C. neoformans P. lutzii
Total Score 456 Total Score 461 444
Query Cover 91% Query Cover 99% 99%
E-value 1le-159 E-value 3e-162 le-155
Identity 70% Identity 69% 67%

6.2 Obtencdo dos vetores de expressdo dos genes das proteinas alvo

Os cDNAs dos genes de interesse foram sintetizados e clonados no plasmideo pET-21a (+)
para gque as proteinas tivessem uma cauda 6x His permitindo a purificacdo utilizando cromatografia
de afinidade. Os plasmideos foram transformados em DH5a para amplificacéo. A fim de confirmar
a transformacéo foi realizada mini prep para obtencdo dos plasmideos e a digestao desses, com as

enzimas de restrigdo Xhol e Ndel, gerando fragmentos de 5443 pb e de 1116 pb (Figura 14).
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Figura 14: Digestdo dos plasmideos obtidos ap6s transformacéo dos genes em DH5a. A clonagem dos genes
codificando as proteinas Trrl de C. neoformans, C. albicans e P.lutzii. foi realizada em um plasmideo pET-21a (+)
que foi transformado em células DH5a para sua amplificagdo. Plasmideos em grande quantidade foram obtidos
utilizando midi prep e confirmados por digestdo com as enzimas de restri¢do Xhol e Ndel, originando fragmentos de
5443 pb + 1116 pb. O plasmideo ndo digerido pode ser visualizado no nimero 1 possuindo aproximadamente 6,5 Kb,
seguido no nimero 2 pela digestdo de contendo a sequencia de TRR1 de C. albicans, de C. neoformans (nimero 4) e
P. lutzii nimero 6), o marcador de 1 Kb ladder plus (ThermoFisher Scientific, Massachusetts, Estados Unidos).
Numeros 3,5 e 7 se referem a digestao de plasmideo com a sequencia de TRX1, o alvo da proteina Trrl, porém é um

fragmento pequeno de 315 pb, que ndo é visualizado nesse gel.

6.3 Expressdo heterologa de Trrl em E. coli e purificagdo das proteinas
recombinantes

Apbs a confirmacdo, os plasmideos foram transformados em BL21(DE3) para a obtencao
das proteinas. Foi realizada a expressdo das proteinas recombinantes e sua indugéo de acordo com
o tempo e concentracdo de IPTG observado em testes. Foi observado uma maior obtencdo de
proteina Trrl de C. neoformans na inducdo por 24h a 37°C na concentracdo de 0,25mM de IPTG
(Figura 15a-d). No caso de Trrl de C. albicans o resultado a 30°C foi melhor que a 37°C, porém,
0 aumento da concentracdo de IPTG de 0,25mM para 0,5mM ndo demonstrou alteracdo
significativa na quantidade de proteina purificada (Figura 16a-d). Por fim, a proteina Trrl de P.
lutzii também demonstrou resultados similares em ambas as concentragdes de IPTG a 30°C
(Figura 17a-d). A escolha da melhor condicao para inducéo baseou-se na quantidade de proteina
obtida e no uso de menor quantidade de IPTG, portanto nas condi¢cbes em que o rendimento de
proteina foi alto em duas concentracdes do indutor, optou-se por utilizar aguela com menos

reagente. As proteinas foram purificadas por cromatografia de afinidade em colunas de cobalto
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por gravidade e entdo concentradas e dialisadas para o tampéao PBS para que fossem quantificadas
e verificadas em gel de poliacrilamida a sua pureza (Figura 18).

30°C 37°C
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Figura 15: Expressao, indugdo, otimizacéo e purificacdo de de Trrl de C. neoformans em diferentes tempos de

inducdo e concentragdo de IPTG.

As células foram induzidas a 30°C e 37° de temperatura e utilizando 0,25 ou 0,5 mM a fim de verificar a melhor
condicdo para a produgdo de Trrl de C. neoformans, que demonstrou ser utilizando 0,25 mM a 37°C (Figura A)
Inducéo de Trrl utilizando 0,25mM de IPTG a 37° (Figura A: ) e 30°C (Figura B) e de 0,5mM de IPTG a 37°C (Figura
C) ea 30°C (Figura D). MM- marcador molecular, 1 — flow throw — FT, 2 a 4 — lavagens, 5-10 — elui¢Bes, 11 — tempo
0, 12 — tempo 2 horas, 13 — tempo final).
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Figura 16: Expressdo, indugdo, otimizacdo e purificagdo de de Trrl de C. albicans em diferentes tempos de
inducdo e concentragdo de IPTG.

As células foram induzidas a 30°C e 37° de temperatura e utilizando 0,25 ou 0,5 mM a fim de verificar a melhor
condicdo para a producdo de Trrl de C. albicans, que demonstrou ser bem maior na temperatura de 30 °C utilizando
0,25 mM (Figura B) ou 0,5 mM (Figura D). Inducéo de Trrl utilizando 0,25mM de IPTG a 37° (Figura A) e 30°C

(Figura B) e de 0,5mM de IPTG a 37°C (Figura C) e a 30°C (Figura D). Figuras A e D: MM- marcador molecular, 1
—tempo 0, 2 — tempo 2 horas, 3 —tempo final, 4- flow throw — FT, 5a7
MM- marcador molecular, 1 — flow throw — FT,2 a4 —

— lavgens, 8 a 14 — eluigdes. Figuras B e C:

lavagens, 5-10 — eluigdes, 11 — tempo 0, 12 — tempo 2 horas,
13 — tempo final.
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Figura 17: Expressao, indugéo, otimizacdo e purificacdo de Trrl de P. lutzii em diferentes tempos de inducéo

condi¢dp para a producdo de Trrl de P. lutzii, que demonstrou ser melhor nas temperaturas de 30°C, tanto aa 0,25
Inducdo de Trrl utilizando 0,25mM de IPTG a 37° (Figura A) e 30°C (Figura B)

Figura B: MM- marcador molecular, 1 — tempo 0, 2 — tempo 2 horas, 3 — tempo final, 4 — vazio, 5-10 — elui¢des, 11
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A proteina de Trrl de cada um dos fungos C. neoformans e C. albicans foi obtida pela mesma
técnica de purificagdo, no entanto observou-se que a producdo de cada proteina apresentou
caracteristicas Unicas que ndo devem ser sobrepostas a outras. Os parametros para a expressao e
purificacdo das proteinas devem ser avaliados individualmente para a proteina de cada organismo.
A quantidade obtida de proteina de cada espécie a partir do mesmo volume de meio foi bastante
diferente, Trrl de P. lutzii apresentou 13,3 mg/mL, de C. neoformans 21,9 mg/mL e de C. albicans
34,2 mg/mL, o que demonstra que apesar das proteinas apresentarem semelhancas na sequéncia,

a producdo de cada uma delas ocorre de maneira diferente.
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Figura 18: Proteinas de Trrl dos trés fungos ap6s purificacdo. Amostras de Trrl dos trés fungos demonstram alto
rendimento e grau de pureza utilizando a técnica de cromatografia de afinidade em colunas de cobalto com que levou
a obtencédo de 21,1 mg/mL de C. neoformans, 34,2 mg/mL de C. albicans e 13,3 mg/mL de P.lutzii (A). A proteina
de Trrl de P. lutzii é identificada no gel de poliacrilamida no tamanho de aproximadamente 39 kDa, C. neoformans

40 kDa e C. albicans 35 kDa (B).

6.4 Imunizacdo dos animais e reacao cruzada

A imunizacdo de camundongos BALB/C com as proteinas permitiu a obtencdo de
anticorpos policlonais a partir do soro desses animais. Foram realizadas trés imunizagdes, a
primeira com adjuvante Freund completo e as outras duas com adjuvante Freund incompleto a
cada duas semanas. Foram utilizados trés camundongos para cada uma das proteinas e outros trés
para uma a imunizacdo combinada de Trrl de cada uma das espécies fangicas, sendo a primeira
imunizagdo com a proteina de C. albicans, a segunda de P. lutzii e a terceira de C. neoformans. A

cada imunizagdo foi obtido no méximo 30 uL de sangue do animal pelo seio retro-orbital com
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auxilio analgesia. Todos os soros obtidos dos animais imunizados foram analisados por ELISA
contra todas as proteinas a fim de observar a capacidade de ligacdo dos anticorpos gerados pela
imunizagdo com as Trrl de outras espécies e avaliar os titulos obtidos (Tabela 8). A proteina
demonstrou ser bastante imunogénica apresentando titulos no minimo 10* vezes maiores que 0
controle negativo da placa de ELISA contra todas as proteinas, que permaneceram elevados até 0s
animais serem sacrificados quatro a oito semanas ap06s a Ultima imunizacdo. Camundongos
imunizados apenas com Trrl de C. neoformans foram capazes de gerar titulos maiores que 108
quando analisados com a proteina da mesma espécie (Figura 19) A ligacao desses anticorpos com
a Trrl de P. lutzii e de C. albicans demonstrou titulos de 10%, dessa forma foi possivel observar a
reacdo cruzada da proteina com outras espécies. A imunizacao apenas com Trrl de C. albicans
(Figura 20) apresentou mesma capacidade imunogénica das proteinas de C. neoformans, que
quando analisadas se ligando a elas mesmas apresentaram titulos maiores que 108, porém
demonstrou ser um pouco menos imunogénica quando se refere a ligacdo cruzada com proteinas
de C. neoformans, apresentando os menores titulos encontrados, de 10%. Quando analisada a
resposta cruzada dos fungos imunizados com apenas Trrl de P. lutzii, o resultado foi semelhante
ao encontrado com Trrl de C. albicans com titulos de 108 quando analisada com ela propria, 10°
com Trrl de C. albicans e de 10* com C. neoformans (Figura 21). Esses resultados corroboram
com o alinhamento dos residuos de aminoacidos de Trrl dos fungos que demonstram similaridade
alta entre as proteinas, o que justifica a possibilidade de apresentarem epitopos iguais. A
imunogenicidade da proteina Trrl foi observada utilizando as proteinas de todas as espécies, assim
como a ligacdo cruzada dos anticorpos, destacando-se para os titulos dos soros de camundongos
imunizados com a mesma proteina testada na ligagdo em placa de ELISA que demonstraram ser

ainda mais altos do que nas imunizac¢es apenas com uma Unica proteina (Figura 22).

Tabela 9: Titulos de anticorpos obtidos contra as proteinas Trrl dos fungos apds imunizagéo
PROTEINA UTILIZADA NO ELISA

PROTEINA IMUNIZADA C. neoformans P. lutzii C. albicans
C. neoformans >5,9 x 108 7,2 x 10* 7,2 x10%

C. albicans 8,1x10° 6,5 x 10° >5,9 x 108
P. lutzii 2,4 x 104 >5.9 x 108 2,5x10°

Combinag&o das Trrl >5,9 x 106 1,9 x 106 >5,9 x 106
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Figura 19: Camundongos imunizados apenas com Trrl de C. neoformans. Anticorpos gerados em camundongos
imunizados apenas com a proteina de Trrl de C. neoformans sdo capazes de se ligar as proteinas Trrl de outros fungos
apresentando titulos bastante elevados a partir da segunda imunizacdo demonstrando alta imunogenicidade da
proteina. Essa imunizagdo gerou uma resposta de anticorpos com titulos de 10 para C. neoformans e C. albicans, e
105 para P. lutzii. Figuras A, B e C so os titulos de anticorpos calculados em cada tempo de imunizacdo e as D, E e

F s&o as ODs obtidas para cada dilui¢do do soro do camundongo em cada tempo de imunizagao.
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Figura 20: Camundongos imunizados apenas com Trrl de C. albicans. Anticorpos gerados em camundongos
imunizados apenas com a proteina de Trrl de C. albicans sdo capazes de se ligar as proteinas Trrl de outros fungos
apresentando titulos elevados contra todas as proteinas a partir da segunda imunizagdo. Observa-se a alta
imunogenicidade da proteina, principalmente quando os anticorpos obtidos sdo analisados contra as mesmas proteinas
que resultaram na resposta de titulos mais de um milh&o de vezes maior que comparados ao soro pré imune e a primeira
imunizacdo. Figuras A, B e C sdo os titulos de anticorpos calculados em cada tempo de imunizagdo e as D, E e F sdo

as ODs obtidas para cada diluicdo do soro do camundongo em cada tempo de imunizag&o.
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Figura 21: Camundongos imunizados apenas com Trrl de P. lutzii. Anticorpos gerados em camundongos
imunizados apenas com a proteina de Trrl de P. lutzii resultaram em uma intensa resposta imunoldgica que levou a
producdo de elevados titulos de anticorpos contra Trrl dos trés patdgenos analisados, C. albicans, P. lutzii e C.
neoformans, apresentando os maiores titulos, de mais de 108 contra a proteina que desencadeou a reacdo imunoldgica.
Figuras A, B e C séo os titulos de anticorpos calculados em cada tempo de imunizacéo e as D, E e F sdo as ODs

obtidas para cada dilui¢cdo do soro do camundongo em cada tempo de imunizagéo.
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Figura 22: Camundongos imunizados com a Trrl de todos os trés fungos . Anticorpos gerados em camundongos

imunizados com a proteina de Trrl de C. albicans, P. lutzii e C. neoformans, respectivamente, resultaram em uma

intensa resposta imunolégica que levou a produgéo de elevados titulos superiores a 10° de anticorpos contra Trrl dos

trés patdgenos analisados demonstrando a imunizagéo cruzada. Figuras A, B e C séo os titulos de anticorpos calculados

em cada tempo de imunizacédo e as D, E e F sdo as ODs obtidas para cada diluicdo do soro do camundongo em cada

tempo de imunizacéo.
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6.5 Imunocitolocalizagéo utilizando soros policlonais

O soro policlonal obtido foi utilizado para realizar testes de imunofluorescéncia (Figura
23). As células foram fixadas com paraformaldeido 4% em PBS, lavadas e entdo foi adicionado
em um tubo o soro pré-imune e em outro o soro da terceira imunizagao diluidos 1:100. Apds serem
incubadas por cerca de 1h, foi adicionado o anticorpo secundéario Alexa Fluor®488 (ThermoFisher
Scientific, Massachusetts, Estados Unidos) diluido 1:100. Foram utilizados 10 pL em uma lamina.
A imunofluorescéncia foi realizada no microscopio Zeiss AxioObserver Z1 usando uma objetiva

63x e NA 1.4 e as imagens capturadas com camera AxioCam MRm e software AxioVision.

Candida albicans Paracoccidioides brasiliensis

Trrl DIC Trr DIC

Cryptococcus neoformans

Paracoccidioides lutzii

Trr

Trr1 DIC

Figura 23: Imunocitolocalizacdo de Trrl em leveduras de C. albicans, C. neoformans, P. brasiliensis e P. lutzii.

Leveduras de quatro espécies fangicas diferentes foram incubadas com soro de camundongos imunizados com Trrl
recombinante. A imunizagdo foi feita em trés etapas diferentes, cada uma feita com a Trrl recombinante de uma
espécie diferente (C. albicans, C. neoformans, P. brasiliensis e P. lutzii). Ap6s a incubacdo com soro, as células foram
incubadas com anticorpo secundario conjugado a Alexa Fluor 488 para colecdo de imagens por epifluorescéncia
seguida de deconvolucéo (Trrl - a esquerda nos painéis) ou contraste por interferéncia diferencial (DIC - a direita nos

painéis). As barras de escala correspondem a 10 micrdmetros.
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Os resultados de imunocitolocalizagdo com os anticorpos policlonais obtidos a partir da
imunizacdo de camundongos demonstraram que esses anticorpos se ligam as proteinas do fungo.
A localizacdo na superficie celular contradiz os estudos que relatam a Trrl como uma proteina
citosolica ja que em nossos resultados com os soros policlonais demonstraram a localizagdo na
superficie celular em todos os fungos analisados, C. albicans, P. brasiliensis, P. lutzii e C.
neoformans (Kumar et al., 2011). O experimento de imunocitolocalizacdo gerou resultados que
permitem acreditar que a producdo de anticorpos monoclonais contra as proteinas alvo do estudo
de fato atuariam contra os fungos em estudo, ja que eles seriam capazes de se ligar a essas proteinas

na superficie dos patdgenos.

6.6 Confirmacéo da ligacdo dos anticorpos por Western Blot

O Western Blot foi realizado a fim de confirmar se os anticorpos policlonais
produzidos sdo capazes de se ligar as proteinas Trrl obtidas dos fungos por meio de obtencéo dos
extratos da superficie da célula e do citosol, além de verificar se ndo sdo capazes de se ligar a
proteinas de camundongos e humanos, evitando interagdo com as células dos hospedeiros. E
importante ressaltar que a quantidade de proteinas Trrl em cada espécie pode variar, portanto
observou-se que iniciando o processo de extragdo com a mesma contagem de fungos, resultou em
quantidades totais de proteinas bastante distintas (Figura 23). O resultado demonstrou que 0s
anticorpos se ligaram aos extratos proteicos da superficie de P. lutzii e ndo se ligaram as proteinas

de mamiferos do citosol.
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Figura 24: Analise do extrato proteico do citosol (C) e superficie celular (S) dos fungos. A) Gel de poliacrilamida
mostra as diferentes quantidades de proteinas obtidas nos extratos a partir da mesma quantidade de células de cada
um dos fungos, o que demonstra a necessidade de padronizacéo para o experimento de Western Blot B) Western Blot
apenas dos extratos de superficie celular sem padronizacdo da quantidade de proteinas a colocar no gel demonstrou

que os anticorpos policlonais produzidos se ligaram ao extrato de P. lutzii.

6.7 Geracao de Anticorpos Monoclonais

Os anticorpos monoclonais foram gerados através da fusdo de linfocitos obtidos dos
camundongos imunizados com células de mieloma Sp2/O ou NSO e permaneceram crescendo em
meio RPMI a 37°C. As duas fusBes geraram cinco placas de 96 pocos, porém ao longo do tempo
varios poc¢os sofreram contaminacgdo por fungos por se tratar de um meio bastante suplementado e
dessa forma, mais suscetivel a contaminagdes. Os po¢os contaminados no geral eram isolados
retirando o contetdo e lavando com etanol o que evitada a propagagdo da contaminacao.

A primeira fusdo utilizando Sp2/O resultou em 132 pocos inicialmente para serem
analisados por ELISA, j& que os demais sofreram contaminacdo. As células foram sendo
expandidas de placas de 96 a placas de 24 pocos e foi retirada a suplementacdo de Hipoxantina
Timina (HT) utilizado na sele¢do dos hibridomas que sdo as células que sobrevivem na presenca
desses compostos.

A sele¢do inicial dos clones positivos foi realizada utilizando uma mistura das proteinas
Trrl de P. lutzii, C. albicans e C. neoformans resultando em apenas dez hibridomas positivos
capazes de se ligar a pelo menos uma das proteinas, que foram nomeados, expandidos e
armazenados a -80°C.: 3A2, 3A12, 3B1, 3C1, 3D5, 3E2, 3E5, 3F5, 3G3, 3H6. Dois clones
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demonstraram anticorpos monoclonais potenciais pelos sinais positivos obtidos por ELISA, sendo
3C1, que obteve alta capacidade de se ligar a proteina Trrl de C. albicans e fraca a de P. lutzii e,
3F5 alta apenas a Trrl de C. albicans tendo capacidade de expanséo rapida. Os clones 3A2 e 3H6,
junto aos ja mencionados demonstraram ser capazes de gerar clones viaveis e para todos esses foi
realizada a diluicdo limitante, resultando na obtengdo dos anticorpos monoclonais, que foram
expandidos e armazenados a temperatura de -80°C. Os demais clones 3A12, 3E5, 3D1, 3G3 foram
expandidos e armazenados, porém demonstraram crescimento mais lento.

A segunda fuséo foi realizada utilizando células NSO resultando inicialmente em cinco
placas de 96 pocgos que deram origem a 227 clones positivos para pelo menos uma das trés Trrl
entre os fungos P. lutzii, C. albicans e C. neoformans. Entre todos os clones positivos, foi
identificado que 9 eram positivos para todas as proteinas. No entanto essa segunda fusdo apesar
de resultar em sinais no ELISA utilizando o sobrenadante da cultura, ndo resultou em células
Vvidveis, que cresceram em pocos de 96rapidamente e iniciaram um processo de morte celular

rapidamente impedindo sua expanséo clonal e sua caracterizagdo (Figura 25).

Figura 25: Expanséo clonal pode ocasionar clones ndo viaveis. A fusdo de mielomas com linfocitos geram
hibridomas que inicialmente sdo bastante instveis e podem sofrer mutac6es eliminando gen6tipos e a capacidade de
sobreviver no meio usado, provocando sua morte. Células ndo viaveis tendem a formar aglomerados de células no
centro do pogo da placa e deixam de ser transltcidas tornando-se cada vez mais rugosas até sofrerem apoptose e

deixarem seus debris celulares no meio.

A medida que o nimero de células em cultura aumentava e eram repicadas para novas
placas, elas se mostravam instaveis e iniciavam um processo de morte celular que era observado
com o escurecimento do citoplasma celular, aumento da rugosidade e aglomeracao de células no

meio no centro da placa. Os hibridomas ndo séo células totalmente aderentes, porém permanecem
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parcialmente no fundo de toda a area de placa e, quando iniciavam o processo de perda de
viabilidade os aglomerados passavam a flutuar no meio. Ao longo do processo os clones ndo foram
sobrevivendo a cada tentativa de repique e expansao clonal inclusive para que fossem preparados
estoques de armazenamento a -80°C. Dessa forma, essa segunda fusdo nédo foi bem-sucedida e ndo
resultou em hibridomas viaveis para produ¢do de anticorpos monoclonais para analise seguinte de

ligacdo ao alvo-molecular Trrl.
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7. DISCUSSAO

A imunoterapia tem se mostrado promissora e alvo de muitos estudos para o
desenvolvimento de novas tecnologias no tratamento de doencas, evitando acentuados efeitos
adversos no organismo dos pacientes, que muitas vezes ja se encontram em um quadro clinico
mais debilitado. Um aspecto importante acerca de novas terapias contra doencas infecciosas é a
compreensdo da interacdo patdégeno-hospedeiro e da patogénese do microrganismo, que muitas
vezes apresentam questdes a serem solucionadas, como o estabelecimento e desenvolvimento da
doenca. Isso torna insuficiente prever quais antigenos e anticorpos podem ser alvos de terapia
(Saylor et al., 2009).

A estratégia de utilizacdo de imunoterapias universais para determinados grupos de
patdgenos, tornou-se mais viavel a partir de dados obtidos em estudos genéticos de
microrganismos, como o sequenciamento, DNA recombinante, filogenia e gendmica comparativa,
que forneceram informacdes de antigenos conservados ou ndo em diferentes espécies (Cassone e
Rappuoli, 2010). Baseado em estudos como estes, foi identificado o alvo da tiorredoxina redutase
como potencial proteina-alvo para sua utilizacdo na terapéutica de doencas fungicas em humanos
(Abadio et al., 2011).

Nosso grupo de pesquisa ja trabalha ha muitos anos na busca de novas terapias antiflngicas,
desde a compreensdo de mecanismos moleculares do patdgeno, passando por sua interagdo com o
hospedeiro, até busca por novos alvos moleculares para farmacos que possam ser eficazes contra
infeccOes de relevancia clinica chegando ao desenvolvimento de compostos com propriedades
antifungicas. A tiorredoxina redutase foi um dos alvos escolhidos para ser amplamente estudado
devido a sua importancia na sobrevivéncia dos fungos, sendo um gene essencial para muitos
patdgenos. Esta proteina participa da manutencdo da homeostase celular minimizando o estresse
oxidativo interno.

O complexo tiorredoxina, composto por duas enzimas que atuam no equilibrio redox das
células dos organismos, € encontrado em todos os seres vivos, porém apresentam divergéncias
muito grandes entre os reinos dos seres vivos (Holmgren, 1985). Estudos de gendmica comparativa
observaram que entre os fungos a proteina tiorredoxina redutase Trrl encontra-se conservada e
poderia ser utilizada como um alvo para farmacos antifingicos (Abadio et al., 2011). A proteina

Trrl de C. neoformans foi identificada pela ferramenta BLAST, no qual observou-se baixa massa
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molecular semelhante a Trrl de S. cerevisiae. Essa mesma ferramenta permitiu a identificacao das
sequéncias de Trrl de C. albicans, P. lutzii e A. fumigatus, que foram alinhadas e se mostraram
com alta similaridade. Baseado no sequenciamento do cDNA de Trrl de C. neoformans, foi
observado a presenca de sete éxons e a proteina contendo 343 aminoacidos (Missall e Lodge,
2005). Nesse mesmo fungo, a delecdo desse gene, demonstrou ser essencial para sua
sobrevivéncia, podendo ser um alvo eficaz para o desenvolvimento de farmacos antiflingicas
(laniri e Idnurm, 2015). Resultados semelhantes foram encontrados no trabalho de doutorado da
Claudia Bravo, no qual foi realizado o silenciamento do promotor desse gene resultando em
consequéncias para a estabilidade da célula. Embora a tiorredoxina redutase seja encontrada tanto
em fungos, como em humanos, suas estruturas e seu mecanismo de agéo séo diferentes, evitando
que ocorra interacdo nos mecanismos que cada uma as enzimas dos organismos desempenha
(Zhong et al., 2000).

A relevancia da participacdo da proteina Trrl na sobrevivéncia das células, eliminando
espécies oxidativas de oxigénio e evitando o consequente mecanismo de apoptose, além de sua
participacdo indireta em outras vias importantes de manutencdo da homeostase da célula,
resultaram em um interesse pelo aprofundamento de informacdes sobre esse alvo. Em E. coli, foi
observado que a tiorredoxina se localiza em fracGes de membrana apos a lise celular, que
corroboram com os achados de microscopia que observaram a proteina proxima a membrana
celular, o que mostra que sua localizacdo possivelmente esta relacionada a de adesdo de células
(Holmgren, 1985).

A analise do proteoma de P. brasiliensis identificou a tiorredoxina redutase como proteina
de parede relacionada a forma leveduriforme do fungo (Longo et al., 2013). Esse resultado reforca
os achados deste trabalho que mostrou sua localizacdo celular na superficie celular nos quatro
fungos patogénicos C. neoformans, C. albicans, P. lutzii e P. brasiliensis. Dessa forma, se as
proteinas envolvidas no mecanismo redox estiverem relacionadas a adesdo das células, um
anticorpo que interage com este alvo poderia dificultar esse processo, prejudicando a manutengao
da infeccdo.

A analise de similaridade de Trrl entre fungos patogénicos C. albicans, C. neoformans, P.
lutzii e ainda A. fumigatus demonstrou que é uma proteina conservada apresentando mais de 66%
de similaridade. Por ser completamente diferente da proteina humana é um alvo potencial para

farmacos antifingicos que além de ter possibilidade de amplo espectro atuando em Varios
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patdgenos, é especifico para o alvo e potencialmente apresenta riscos reduzidos de efeitos adversos
no hospedeiro. Resultados preliminares em nosso grupo identificaram moléculas com capacidade
de reduzir a carga fungica de Paracoccidioides sp. Nesse trabalho foi realizado o primeiro estudo
relacionado a propriedade imunoldgica desta proteina. Foi observado que as proteinas dos trés
fungos patogénicos, C. albicans, C. neoformans e P. lutzii, sdo altamente imunogénicas e capazes
de gerar titulos de anticorpos superiores aqueles obtidos em imunizagdes com outros antigenos.
Estes anticorpos sdo também capazes de interagir com as trés proteinas simultaneamente, o que é
vantajoso para 0 uso desta proteina para producao de anticorpos universais.

Anticorpos obtidos nesse estudo demonstraram ser capazes de se ligar as proteinas Trrl
dos fungos testados podendo inclusive interagir concomitantemente com as quatro diferentes Trrl.
Potencialmente, uma imunoterapia utilizando a esse alvo poderia ser eficaz contra os diversos
fungos patogénicos testados neste trabalho. Isto envolve a utilizagdo de anticorpos contra
antigenos fungicos universais mediando uma protecdo cruzada, o0 que demonstra ser uma terapia
vantajosa e econdmica apresentando efetividade independente da identificacao do patégeno, o que
contribui para falha terapéutica e ocorréncia de efeitos adversos (Casadevall e Pirofski, 2007). Isso
foi observado com anticorpos monoclonais que mimetizam uma toxina contra C. albicans e A.
fumigatus, além de mAbs contra 3 glucana, como 0 mAb 2G8, que conferiram respostas protetoras
contra os mesmos dois fungos e também C. neoformans (Polonelli et al., 1997; Rachini et al.,
2007; Steele et al., 2013).

Soros policlonais de camundongos imunizados com virossoma de Sap2 também mostraram
reacao cruzada com outras proteinas desse grupo, Sapl e Sap3, que participam durante a vaginite
por Candida, o que resulta em uma a¢do dos anticorpos contra trés proteinas que participam do
processo de infeccdo e ndo apenas uma (De Bernardis et al., 2012). A obtencdo desses anticorpos
universais € um conceito relativamente novo e que ainda ndo foi amplamente estudado, mas ja
demonstrou resultados inesperados devido aos alvos serem conservados em fungos de diferentes
espécies e filogeneticamente distantes, como ascomicetos e basidiomicetos que se divergiram ha
mais de 1 bilhdo de anos (Casadevall e Pirofski, 2007), como no caso deste trabalho.

A imunizacdo utilizando apenas a proteina de uma Unica espécie ou utilizando proteinas de
todas as espécies resultou em uma resposta imune produtora de anticorpos com epitopos que
podem ser comuns a todas elas e outros que podem ser especificos para cada uma, ja que também

as sequéncias apresentam regibes com divergéncias. Os anticorpos policlonais, apos
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permeabilizacdo das células fungicas, mostraram que a Trrl se localiza na superficie celular, o que
potencialmente facilitaria a ligacdo deste anticorpo a proteina-alvo. Esses resultados demonstram
que a proteina Trrl é promissora como um alvo para a imunoterapia de infecgdes fungica pela
utilizacao de anticorpos monoclonais com largo espectro evitando a necessidade de identificacdo
imediata do patégeno para o tratamento inicial da doenca.

Espera-se que esse trabalho seja base para a obtencdo de anticorpos que se liguem as
proteinas alvo e que estes sejam capazes de reduzir infeccbes antifingicas. H4 uma necessidade
premente de se desenvolver novas terapias antifingicas. Anticorpos contra as proteinas Trrl
apresentam um potencial de serem eficientes no tratamento dessas infeccGes por serem genes
importantes para a sobrevivéncia dos patégenos e terem facil localizacdo para os anticorpos
agirem.

O desenvolvimento de anticorpos monoclonais pode ser realizado por diferentes
tecnologias sendo cada uma delas vantajosa e limitante em diferentes aspectos. A imunizacao em
camundongos para a fusdo com mieloma e a geracdo de anticorpos monoclonais a partir de
hibridomas é vantajosa uma vez que gera anticorpos com estrutura completa a partir de animais
manipulados apenas em laboratério sem nunca terem sido expostos aos patégenos de estudo, C.
albicans, C. neoformans e P. lutzii, 0 que garante uma maior especificidade as respostas de
imunizacdo (Edwards, 2012). Além disso, esses anticorpos por serem gerados contra 0 proprio
alvo dentro de um organismo possuem maior chance de serem eficazes e ndo serem eliminados
por um organismo por mecanismos de autoimunidade. No caso da estratégia de obtencdo de
anticorpos por Phage display, esta permite gerar o anticorpo completo bem como fragmentos de
anticorpos constituidos pelas regides Fab ou Fc. Estudos demonstraram que para cada tipo de
interacdo € necessario a presenca de fragmentos diferentes, no caso daqueles de C. albicans e C.
neoformans contra glicoruxilomanana é necessario a regido Fc, porém para respostas contra
manoproteinas e HSP90 de C. albicans, o fragmento Fab que deveria estar presente. A utilizacdo
da estrutura completa do anticorpo € uma estratégia racional para o desenvolvimento de anticorpos
universais, atuando em varios patogenos (Casadevall e Pirofski, 2007).

O estudo da imunologia é bastante dinamico e tem avancado ao longo dos anos, mas muitas
vezes seu conhecimento ainda é insuficiente para determinar quais anticorpos sdo efetivos para um
microrganismo especifico, principalmente em hospedeiros imunocomprometidos. Cada anticorpo

é especifico para um epitopo diferente, portanto ira desencadear uma resposta diferente, sendo
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alguns efetivos e outros ndo (Casadevall et al., 2004). A especificidade de mAbs é uma vantagem
que também pode tornar-se uma desvantagem em relacdo ao seu uso contra microrganismos
dependendo da taxa de mutacdo destes, j& que um Unico anticorpo ndo poderia ndo ser eficaz e
haveria a necessidade de utilizar uma combinacdo de anticorpos monoclonais para uma eficiente
terapia (Saylor et al., 2009). Recentemente foi publicado um estudo de fase 2 randomizado de uma
vacina de uma porcao N- terminal de proteina de C. albicans que participa na aderéncia e invasao
tecidual apresentando alta imunogenicidade e reducdo dos sintomas em pacientes com candidiase
vulvovaginal recorrente comparados a um grupo placebo (Edwards et al., 2018).

Entre as dificuldades de utilizacdo de anticorpos destaca-se a fragilidade das moléculas que
requerem cuidados especificos de manipulagdo, como o0 armazenamento adequado em local
refrigerado. Outra dificuldade no uso de anticorpos € estimar a quantidade ideal de uso para os
pacientes, pois organismos diferentes respondem de forma diferente a terapia. Nesse contexto é
necessario levar em consideracdo que pacientes imunocomprometidos e imunocompentes
provavelmente irdo responder e necessitar de doses diferenciadas de anticorpos, que deve ser uma
quantidade de anticorpos que ndo seja baixa o suficiente a fim de evitar a resposta terapéutica, nem
alta o suficiente para ocasionar um efeito prozona (Casadevall et al., 2004). A utilizagdo de
anticorpos universais pode atrapalhar a resposta imunologica dificultando a eliminacdo do
patdgeno, ou entdo resultar em uma resposta fraca por ndo possuir sequéncias imunodominantes,
necessitando uma conjugacdo com antigenos imunogénicos ou uso de adjuvantes a fim de
estimular a resposta imune (Cassone e Rappuoli, 2010).

A descoberta de novos anticorpos protetores em diferentes alvos contribui para o0 avango
na abordagem terapéutica em doencgas fangicas possibilitando o uso combinado com outros
farmacos. Apesar de algumas controvérsias em seu usO, a imunoterapia com anticorpos
monoclonais deve ser considerada por contribuir na modulacdo da resposta imune do paciente,
além de reduzir efeitos adversos devido a uma acdo sistémica em diversos 6rgdos e permitir a
reducdo de doses de fArmacos mais toxicas ao organismo quando utilizados de forma combinada.
A abordagem imunoterapéutica pode ser um tratamento mais eficaz e com maior perfil de
seguranca em um paciente com condi¢des de saude bastante delicadas em que a escolha da

abordagem clinica influencia diretamente o prognostico da doenga.
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8. CONCLUSAO

Esse trabalho mostrou a obtencdo de grande quantidade de proteinas recombinantes em
Escherichia coli de trés tipos de fungos patogénicos humanos Cryptococcus neoformans,
Candida albicans e Paracoccidioides lutzii. As condi¢des de inducdo da producéo das proteinas
foram otimizadas a fim de melhorar o rendimento utilizando menos meio para crescimento da
bactéria e menos indutor. Essas proteinas foram capazes de desencadear resposta imune em
camundongos gerando titulos de anticorpos mais de um milh&o de vezes superiores ao controle,
0 que considerado elevado de acordo com aqueles encontrados em imunizagdes na literatura.
Além da alta imunogenicidade, a similaridade observada na analise das sequencias de proteinas
permite que a resposta imunoldgica gerada para cada uma das proteinas resulte em resposta
cruzada, pela presenca de epitopos comuns entre as trés proteinas. Dessa forma, todas as
imunizacOes realizadas, apenas com uma proteina, ou com combinacgéo delas, foram capazes de
gerar anticorpos capazes de se ligar a todas as trés Trrl com maior ou menos afinidade. Por fim,
foi observado que o anticorpo policlonal é capaz de se ligar diretamente a proteina no fungo,
que se localiza em sua superficie, permitindo que o anticorpo atue tanto por inibicéo direta no
alvo quanto por outros mecanismos de acdo como a cléssica fagocitose, porém o mecanismo de
acdo ainda devera ser devidamente esclarecido. Os resultados obtidos fornecem informacées que
a enzima tiorredoxina redutase pode ser um potencial alvo para imunoterapias e deve ser

explorado para que os mecanismos sejam esclarecidos e as terapias caracterizadas.
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9. PERSPECTIVAS

Esse foi o primeiro trabalho que investigou uma potencial acdo imunolégica de Trrl de
fungos. Células de hibridomas produtoras de anticorpos monoclonais foram geradas a fim de
obter anticorpos que possam atuar tanto modulando a resposta imunoldgica do paciente quanto
se ligar ao alvo fungico controlando assim a infec¢do. Esses anticorpos devem ser avaliados
quanto as suas caracteristicas a fim de verificar a potencialidade de seu uso como um antifiingico
(Figura 25). Para isso € necessario a obtencdo de células vidveis e quantidades suficientes do
anticorpo a fim de avancar no estudo das propriedades fisico-quimicas e imunolégicas dos

anticorpos obtidos neste trabalho.

Caracterizacao de anticorpos
monoclonais contra Trrl

Identificacdo daimunoglobulina

Toxicidade contra macréfagos

Sinergia com outras drogas

Efeitos do anticorpo in vitro

Sobrevivéncia

Figura 25: Esquema de caracterizagdo dos anticorpos monoclonais. Clones de hibridomas produtores de
anticorpos monoclonais devem ser cultivados em larga escala a fim de obter concentragdes para sua caracterizagao.
Esses anticorpos devem primeiramente ser identificados e posteriormente avaliados de acordo com uma série de
caracteristicas, como toxicidade, sinergia com outras drogas, efeitos in vitro e in vivo dos anticorpos na presenga do
fungo e sua eficacia em proteger animais infectados.
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Inicialmente é necessario verificar se os anticorpos apresentam toxicidade para outras
celulas, por exemplo em macréfagos. A funcdo exata de como o anticorpo poderia modular a
resposta, através de uma funcéo classica como a neutralizacdo ou de uma funcéo mais especifica
como a ligacéo ao alvo Trrl bloqueando sua funcdo enzimatica, serd possivel de ser determinada
por testes in vivo utilizando camundongos. Testes de concentragdo minima inibitoria podem
estabelecer se os anticorpos sdo capazes de bloquear a atividade enzimatica de Trrl e se essa
inibicdo altera a viabilidade dos fungos. A forca de ligagdo entre o anticorpo e a proteina pode
ser determinada por ressonancia plasmonica de superficie (SPR), ja que é de interesse um
anticorpo que tenha alta afinidade com os antigenos. Posteriormente, também é importante
verificar a sinergia do anticorpo monoclonal com outros farmacos antifingicos como
anfotericina B, itraconazol e fluconazol, que sdo os farmacos de primeira escolha no tratamento
das micoses.

Outra linha de pesquisa que pode ser investigada a partir dos resultados obtidos nesse
trabalho é a viabilidade de utilizar a proteina Trrl como uma vacina terapéutica, ja que a proteina
é essencial para o fungo e demonstrou ser imunogénica em camundongos. No entanto nao foi
testado se os anticorpos produzidos no organismo sdo capazes de protegé-lo de uma infeccdo e
para verificar isto € necessario que os camundongos sejam infectados pelos fungos apds a

imunizagédo e entdo avaliados quanto a sua sobrevivéncia bem como a producdo de citocinas e

ativacdo de linfocitos desencadeados a partir desse processo (Figura 26).

Caracterizacdo de vacinas contra
Trrl

\

Imunizag¢do de camundongos com as
proteinas seguido de infec¢do

Avaliacdo da respostaimune

Figura 26: Esquema para avaliar o uso de Trrl como potencial vacina terapéutica. A Trrl pode ser avaliada
como possivel vacina terapéutica por ser uma proteina imunogénica e essencial para o fungo. A fim de verificar essa
potencialidade é necessario que os animais sejam imunizados previamente e posteriormente infectados com os fungos
para verificar a resposta imune desencadeada, se ha producéo de citocinas e ativacao de respostas Th.
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