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RESUMO

Palavras-chave: C. neoformans, diagnéstico, ELISA, MALDI-TOF.

A criptococose é uma doenca invasiva capaz de apresentar-se de forma fatal
podendo acometer pacientes imunocompetentes e imunocomprometidos. Os agentes
etioldgicos Cryptococcus neoformans var. grubii e C. neoformans var. neoformans
apresentam distribuicdo cosmopolita, sendo as excretas de pombos o seu principal
reservatorio. Com o advento de terapias imunossupressoras e a pandemia de HIV,
observou-se 0 aumento significativo de casos de pacientes com criptococose.
Atualmente, o diagnostico é baseado na apresentacdo clinica, na observacao
microscopica de liquor corado com tinta da india e/ou no isolamento em cultura. Neste
trabalho desenvolveu-se um ELISA para detec¢do de anticorpos contra C. neoformans
var. grubii em soro de pacientes utilizando como antigeno um extrato protéico total de
uma linhagem clinica isolada de um paciente com criptococose (HC6). Foram testados
através de ELISA 40 amostras de soros de pacientes com criptococose, sendo 67,5%
positivos e 32,5% falsos negativos. Como controles negativos foram testados 82
amostras de soros de individuos higidos, dos quais 26,82% apresentaram resultados
positivos para os testes realizados. Para testar a reatividade cruzada, foram utilizadas 10
amostras de pacientes com histoplasmose (20% de reatividade cruzada), 9 amostras de
pacientes com paracoccidioidomicose (66,6% de reatividade cruzada), 9 amostras de
pacientes com candidose (13,3% de reatividade cruzada) e 7 amostras de pacientes com
aspergilose (14,28% de reatividade cruzada). Visando solucionar o problema da
reatividade cruzada, identificamos proteinas antigénicas de C. neoformans var. grubii
por eletroforese bidimensional seguida por western blot e espectrometria de massa
(MALDI-TOF MS). Das 75 amostras analisadas, quatro foram identificadas: uma
proteina hipotética, 2 isoformas de HSPs 70 e uma catalase-2. As proteinas identificadas
apresentaram baixa similaridade com ort6logas de outros fungos patogénicos, sendo,
dessa forma, possiveis alvos para a padronizacdo do ELISA e diagnéstico da

criptococose.
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ABSTRACT

Key words: Cryptococcus neoformans, diagnosis, ELISA, MALDI-TOF.

Cryptococosis is an invasive and potentially fatal disease. Cryptococcus
neoformans is the etiological agent, which can affect both immunocompromised and
immunocompetent individuals. C. neoformans var. grubii and C. neoformans var.
neoformans are cosmopolitan and their major natural reservoir is the excrement from
pigeons. With the advent of immunosupressor therapies and the pandemic HIV
infection, a significant augmentation of cryptococosis cases in humans was observed.
Nowadays cryptococcosis diagnosis is based on the clinical presentation, India ink
sample preparation methods and/or in vitro culture isolation. In this work we had
developed an ELISA to detect antibodies against C. neoformans var. grubii in serum
from patients with cryptococcosis using as antigens a whole cell protein extract from a
clinical cell line isolate (HC6). Sera from 40 patients with cryptococcosis were tested by
ELISA. From these, 67.5% were positives and 32.5% were false-negatives. As a
negative control 82 samples from health subjects were also tested, from these 26.82%
were positives. To test cross-reactivity, samples from 10 patients with histoplasmosis
(20% cross-reactivity), 9 from patients with paracoccidioidomicosis (66.6% cross-
reactivity), 9 from patients with candidosis (13.3% cross-reactivity) and 7 from patients
with aspergilosis (14.28% cross-reactivity) were tested. To solve the cross-reactivity
problem, we searched immunogenic proteins which were specific to C. neoformans var.
grubii applying two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis (2DE-PAGE)
followed by western blot and mass spectrometry (MALDI-TOF MS). From the 75
sample analyzed, four were identified: one as a hypothetic protein, two HSPs 70
isoforms and the protein catalase 2. These proteins showed low similarity with
orthologues from other pathogenic fungi, and are potential targets to further of the

standardizing cryptococosis diagnosis by ELISA.



1. INTRODUCAO

1.1 Caracteristicas gerais de Cryptococcus neoformans

Cryptococcus neoformans foi identificado pela primeira vez como patgeno
humano em 1894 e, por muitos anos, despertou interesse apenas em micologistas.
Raramente eram observados casos clinicos de micoses causadas por este fungo. O
aumento da incidéncia de criptococose humana ocorreu com o advento da pandemia do
HIV e com o aumento da populacdo de pacientes imunocomprometidos (IDNURM et
al., 2005).

C. neoformans é o agente responsavel pela meningite fungica em individuos
imunocomprometidos. Sdo reconhecidos cinco sorotipos (A, B, C, D e AD), baseados
na antigenicidade de sua capsula polissacaridica. A maioria dos isolados clinicos é do
sorotipo A (C. neoformans var. grubii), os quais apresentam uma distribuicdo mundial
associada com excreta de aves e solos contaminados e geralmente causam doenca em
pacientes imunocomprometidos (BICANIC & HARRISON, 2004).Vérios fatores de
viruléncia foram identificados para este fungo, incluindo a sua capsula polissacaridica, a
producdo de melanina pela enzima lacase, a capacidade de crescimento a 37°C e a
sobrevivéncia no interior de macréfagos (CASADEVALL & PERFECT, 1998).

As patologias causadas pelo complexo de C. neoformans podem acometer o
sistema nervoso central, pulmdes e pele de seres humanos e animais, podendo em
alguns casos ser fatais. C. neoformans var. grubii e C. neoformans var. neoformans tém
sido isolados mundialmente e tipicamente causam doengcas em pacientes
imunocomprometidos (KWON-CHUNG et al., 2002).

Para a outra espécie do complexo Cryptococcus neoformans, Cryptococcus
gattii a literatura descreveu a infeccdo causada em individuos imunocompetentes e a
restringiu a areas subtropicais e tropicais (KWON-CHUNG & BENNETT, 1984;
SORREL, 2001). Apés o surto de criptococose causada por C. gattii na Ilha de
Vancouver, a qual apresenta um clima temperado, estudos epidemiolégicos tém sido
realizados (KIDD et al., 2004).



1.1.1 Cépsula polissacaridica

As capsulas polissacaridicas sdo fatores extracelulares essenciais na viruléncia de
bactérias e fungos. As capsulas dos microrganismos apresentam muitas propriedades
biolégicas que servem como protecdo contra ataques por bacteridéfagos e contra a
dessecacdo, fonte de reserva de energia de carbono e também para adesdo da célula a
varios substratos (WILKINSON, 1958). A capsula de C. neoformans é composta de
dois polissacarideos, glicuronoxilomanana (GXM) e galactoxilomanana (GalXM)
(McFADDEM et al., 2006).

Segundo Lupo e colaboradores (2008) a capsula inibe a maturacdo das células
dendriticas e a expressdo de moléculas envolvidas na resposta imunologica, como
receptores de superficie, citocinas, IL-2, IL 12, IL1a, IL 1B, IL 6, IL 10, TNFa,
proteinas de membrana, genes envolvidos no processamento e apresentacdo de
antigenos, bem como no ciclo celular e apoptose. A cépsula polissacaridica de C.
neoformans apresenta funcdo semelhante as capsulas observadas em bactérias.
Vecchiarelli et. al. (1996) também verificaram a inibicdo da maturacdo de células
dendriticas por C. neoformans capsulada, quando comparado com as formas
acapsuladas.

Nos fungos patogénicos, a principal funcdo desempenhada pela capsula estd na
protecdo contra a fagocitose, no entanto, 0 organismo tem um gasto de energia para a
construcdo e manutencdo da mesma. Entretanto, pouco se sabe sobre a arquitetura
molecular da capsula (GATES et al., 2004).

Sabe-se que a susceptibilidade a fagocitose € influenciada pelo tamanho da
capsula. Cryptococcus spp. cultivado em meios que propiciam a producdo de capsula
sdo mais resistentes a fagocitose do que os cultivados em meios que ndo propiciam a
formacdo da mesma (GRANGER et al., 1985, NETSKI & KOSEL, 2002;
ZAROGOZA et al., 2003) sendo a capsula essencial para a viruléncia. Mutantes
acapsulados demonstraram-se avirulentos (BULMER e. al., 1967; KOZEL & CAZIN,
1971; KWONG-CHUNG & RHODES, 1986), e também foram facilmente digeridos por
neutrofilos e macrofagos, enquanto os capsulares foram resistentes a fagocitose. C.
neoformans encapsulados demonstraram-se capazes de modular a expressdao de
moléculas como TGF-B3 (inibidor de proliferacao celular) e Ifnra2 (subunidade do
IFNo/B) (LUPO et al., 2008).



A Figura 1A apresenta Cryptococcus corado com tinta da india. A cépsula ndo
permite a penetracdo da tinta para o interior da célula fungica, assim observa-se o
contraste entre 0 meio externo que se encontra impregnado de tinta da India e a
delimitacdo realizada pela cépsula polissacaridica. A célula apresenta-se com
densidades distintas em sua estrutura, a qual nos permite diferenciar a capsula
polissacaridica do restante da célula.

A GXM é um polissacarideo constituinte primario da capsula de Cryptococcus
spp., a qual apresenta alta massa molecular (BHATTACHARIJEE et al., 1984,
CHERNIAK et al., 1998). A capsula é composta por 88% de GXM e 10% GalXM.
Dados analisados de isolados ambientais demonstram a funcdo de protecdo contra a
desidratacdo da célula fangica no meio ambiente (VARTIVARIAN et al., 1993;
GRANGER et. al., 1985; McFADDEN et al., 2006). A GXM ¢é composta de uma
hexose, acido glucurbnico, um grupo O-acetil e aglcar manose, porém a sintese da
capsula interfere na antigenicidade e na patogenicidade de C. neoformans, alterando
assim a expressao de epitopos imunologicamente relevantes (McFADDEN et al., 2007).

A familia de genes CAP (CAP10, CAP59 e CAP64) e CAS (CAS1 e CAS2)
controlam a biossintese da cépsula e apresentam a capacidade de elaborar uma
complexa e variavel capsula para C. neoformans (BOSE et al., 2003). Ja foram
identificados mais de 70 genes envolvidos na biossiontese da capsula polissacaridica. A
delecéo destes genes e a analise dos fen6tipos tém remetido para a correlacdo da capsula
com a viruléncia (MOYRAND et al., 2007). Os fatores que induzem a sintese sdo: soro
sanguineo, limitacdes de ferro, niveis de CO, e contato com macréfagos (BOSE et al.,
2003, McFADDEN & CASADEVALL, 2001). A célula fungica pode permanecer por
um longo periodo em laténcia no interior de um macréfago. Isso é possivel devido a
viabilidade proporcionada pela capsula (IDNURM et al., 2005).

Em trabalhos que avaliam a composi¢do das vesiculas extracelulares secretadas
por C. neoformans, verificou-se a presenca de GXM, juntamente com outras moléculas
como lacase, urease, fosfatase, HSPs, varias proteinas antioxidantes, sugerindo que

estas vesiculas auxiliam na viruléncia (RODRIGUES et al., 2008).



1.1.2 Melanina

A melanina é um pigmento de cor marrom, a qual desempenha a funcdo de
protecao contra raios ultravioletas e outras agressées do meio ambiente (NOSANCHUK
et al., 1999). Durante o desenvolvimento da criptococose, a melanina pode ser formada
pela oxidacdo das catecolaminas, encontradas no cérebro, protegendo o fungo de
radicais livres que s@o produzidos pelo sistema de defesa do hospedeiro
(NOSANCHUK et al., 2000; CASADEVALL et al., 2000; ZHU & WILLIAMSON,
2004). A figura 1B apresenta diferencas fenotipicas entre colonias de Candida, as quais
ndo produzem a melanina na presenca de substancias difendlicas e por este motivo
apresentam-se na coloragdo branca, enquanto que as colonias de C. neoformans
apresentam-se na coloracdo em tons marrons pela formacdo da melanina na presenca
destas substancias. Dessa forma a producdo de melanina é amplamente utilizada para a
identificacdo de Cryptococcus spp.

No trabalho realizado por Pedroso e colaboradores (2007), foram testadas quatro
espécies de Cryptococcus com o objetivo de verificar a melanizaca. As espécies testadas
foram: Cryptococcus neoformans, Cryptococcus albidus, Cryptococcus laurentii e
Cryptococcus uniguttulatus, como controle positivo foi utilizado Cryptococcus
neoformans ATCC 90112 e como controle negativo Candida albicans ATCC 64548,
em quatro diferentes meios: agar batata e cenoura, agar alpiste, agar semente de girassol
e agar L-dopa. Cinquenta porcento das linhagens de C. neoformans testadas
apresentaram coloragdo 24 horas apds incubacdo e apds 5 dias foi possivel verificar
coloragdo das demais. Nas linhagens de C. albidus e C. laurentii a coloracdo foi
observada somente ap06s 8 dias de incubagdo e com menor intensidade que a observada
em C. neoformans. Cryptococcus uniguttulatus apresentou coloragdo de cor ocre apenas
no meio agar batata e cenoura.

Acreditava-se que C. neoformans apresentasse apenas uma unica enzima lacase,
Lacl, a qual é necesséria para a produgdo da melanina, dessa forma contribuindo para a
viruléncia. Estudos de microarranjos tém confirmado a presenca de um segundo gene no
genoma para lacase (Lac2) (ZHU & WILLIAMSON, 2004). O gene LAC?2 é adjacente
a LAC1, Lac2 contribui para a polimerizacao das moléculas difendlicas para a formagéo
da melanina, mas em menor extensdo que a Lacl (ZHU & WILLIAMSON, 2004).
MANDAL et al. (2005) isolaram C. neoformans albinos e melanizados (co-infeccdo) de

pacientes com meningite fangica. Os isolados foram inoculados em camundongos



Allcr, e a linhagem de C. neoformans que produzia melaniana, apresentou-se mais
virulenta que a linhagem albina. Estes dados fortaleceram estudos prévios, que
demonstravam a producdo de melanina como um fator de protecdo de C. neoformans

durante a infeccéo.

Figura 1: Caracteristicas que permitem diferenciar Cryptococcus neoformans de
outros fungos. (A) A capsula polissacaridica impede a internalizacio da tinta da india,
permitindo identificar as células fungicas. Devido as diferencas de densidades nas
estruturas celulares de Cryptococcus spp. € possivel distinguir a capsula do restante da
célula. (B) Os fungos produzem melanina na presenca de moléculas difendlicas (L-
DOPA, por exemplo), produzindo colbnias marrons. E observada a diferenca de
colbnias do complexo Cryptococcus em contraste com as col6nias de Candida albicans
que se apresentam brancas (IDNURM et al., 2005).



1.1.3 Crescimento a 37°C

O crescimento de C. neoformans é observado em temperaturas entre 25 a 37°C e
devido a esta caracteristica, este torna-se capaz de causar infeccbes em seres humanos
(ALSPAUGH et al., 2000).

1.2 Ciclo de infeccédo de C. neoformans

A infeccdo por C. neoformans (Figura 2) ocorre pela inalagdo de pequenas
leveduras ou basidiésporos. A infeccdo priméaria pulmonar freqientemente &
assintomatica, podendo ser erradicada ou levar ao desenvolvimento de granuloma. O
desenvolvimento da doenca dependera de fatores do hospedeiro, grau de infeccdo e da
viruléncia do microrganismo. O fungo pode disseminar-se em seguida a infeccdo ou
apos o periodo de laténcia, com capacidade de atingir outros sitios extrapulmonares e
apresentando um tropismo positivo para o sistema nervoso central (BICANIC &
HARRISON, 2005). A meningite é a manifestacdo mais freqiiente da criptococose. Os
principais sinais clinicos sdo: dor de cabeca, febre e alteracdes mentais (BICANIC &
HARRISON, 2005).

C. neoformans é um patdgeno intra e extracelular, o qual, dependendo das
condicdes celulares, apresenta capacidade de sobrevivéncia e/ou multiplicacdo no
interior de macréfagos (LEVITZ et al., 1999).

GARCIA-HERMOSO et. al. (1999), sugerem a possivel infeccdo latente
ocasionada por Cryptococcus sp. Este trabalho da suporte a hipotese de que o fungo
pode manifestar-se somente no momento em que o organismo do hospedeiro encontra-
se imunocomprometido. Estes dados tornam-se importantes para o desenvolvimento de

atividades profilaticas, principalmente em grupos de alto risco.
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Figura 2: Ciclo de infeccdo do Cryptococcus spp. O fungo sobrevive no ambiente, no
solo e em arvores. Os passaros, em especial os pombos, podem ser 0s responsaveis pela
distribuicdo global do fungo. O fungo infecta varios animais: gatos, cachorros, coalas,
cabras entre outros. Este fungo também pode coexistir no meio ambiente com
predadores, assim como aranhas, vermes, amebas e pode ainda estabelecer relagdo com
outros microrganismos, como bactérias e outros fungos. Em humanos, o fungo se
estabelece nos pulmdes por meio da inalacdo de esporos ou células leveduriformes
dessecadas, presentes no meio ambiente. Quando o0 individuo torna-se
imunocomprometido, o fungo pode sair da forma latente ou dormente (o qual este pode
se encontrar) e invadir o sistema nervoso central (SNC). A infeccdo do SNC representa
a forma mais severa de criptococose humana (Adaptado de LIN & HEITMAN, 2006).



1.3 Determinacao do sorotipo

Baseado na reacdo de aglutinacdo, o complexo Cryptococcus neoformans esta
dividido em 5 sorotipos: A, B, C, D e hibrido AD. A partir de testes bioquimicos onde o
fungo foi avaliado quanto a sua capacidade de crescimento em fontes de carbono,
nitrogénio e glicose, a resisténcia a canavanina, a producdo de urease e também foi
avaliado quanto a sua morfologia, C. neoformans foi primeiramente descrito como duas
variedades: var. neoformans (sorotipos A, D e hibrido AD) e var. gattii (sorotipo B e C)
(LEVITZ, 1991). Recentemente a var. gattii foi designada como uma espécie,
denominando-se C. gattii (KWON-CHUNG et al., 2002). Com analises fenotipicas,
foram observadas diferencas morfologicas e posteriormente moleculares entre 0s
sorotipos A e D, sendo entdo proposta a divisdo de C. neoformans em variedades (C.
neoformas var. grubii, sorotipo A e C. neoformans var. neoformans, sorotipo D) (Figura
3) (FRANZOT et al., 1999).

Através da identificacdo de seqiiéncias polimorficas utilizando técnicas como
PCR-fingerprinting, polimorfismo de comprimento de fragmento amplificado (AFLP),
restricdo de fragmentos polimérficos (RFLP) e tipagem de seqiiéncia multilocus
(MLST) foi feita a subdivisdo do complexo Cryptococcus neoformans em padrdes
moleculares (LITVINTSEVA et al.,, 2006, MEYER et al., 2003 e SORRELL et
al.,1996). O sorotipo A produz os seguintes padrdes: VNI, VNII e VNB (VNB, somente
em um isolado de Botsowana) (LITVINTSEVA et al., 2006) e o hibrido AD produz
padrdo VNIII; sorotipo D produz padrdo VNIV. Sorotipo B produz padrdes: VGI , VGII
e VGIII e o sorotipo D, VGIIlI e VGIV (MEYER et al., 1999). Para C. gattii é
impossivel fazer, em alguns casos, a diferenciacdo entre sorotipo e a tipagem molecular
(Figura 3).

Cherniak et al. (1998) buscaram, através de caracteristicas quimicas, realizar a
diferenciacdo entre os sorotipos do complexo Cryptococcus neoformans. A
compreensdo a partir da tipagem quimica auxiliaria: no entendimento da relacdo do
antigeno polissacaridico com a resposta das células T auxiliares (Th) tipo 1 e tipo 2; da
relacdo entre a infecgcdo oportunista aumentada e pacientes HIV-positivo; a preparacao
de haptenos para auxiliar o desenvolvimento de vacinas neoglicoconjugadas; a relacéo
entre a viruléncia e a estrutura molecular do fungo; o monitoramento do switching e o
desenvolvimento de novas metodologias para monitoramento epidemioldgico e testes

diagnosticos da criptococose.



Sorotipos Tipagem Molecilur
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Figura 3: Evolu¢do do complexo da espécie de C. neoformans. O complexo de
espécies de Cryptococcus é composto por C. neoformans e C. gattii, que divergiram de
um ancestral comum ha mais de 37 e 18,5 milhGes de anos, respectivamente. As duas
espécies sao divididas em 4 sorotipos e 9 tipos moleculares. (Adaptada de LIN &
HEITMAN, 2006).
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1.4 Mating-type

O locus do mating-type € designado como MAT. No genoma de Cryptococcus spp.
este locus apresenta um tamanho aproximado de 100 kb e contém menos de 20 genes,
entre os quais estdo os que codificam feromonios, receptores de feromonios, fatores de
transcricdo e MAPKSs, as quais também sdo encontradas nas cascatas de sinalizacéo
(IDNURM et al., 2005).

Cryptococcus spp. apresentam somente um locus de MAT, ocorrendo em duas
formas idiomdrficas, correspondendo a dois mating-type opostos ( a e a). O mating-type
pode ser analisado por testes moleculares. O PCR de mating-type € utilizado para
confirmacdo de auto-filamentacdo, de linhagens estéreis e de isolados dipldides ou
aneuploides (LIN & HEITMAN, 2006).

1.5 Antigenos protéicos de C. neoformans

A literatura apresenta poucos dados sobre antigenos protéicos de C. neoformans.
Os principais biomarcadores atualmente utilizados sdo as manoproteinas e o
polissacarideo GXM presentes na capsula do fungo.

Chai & Tay (2009) investigaram potenciais biomarcadores protéicos de C.
neoformans utilizando soro de pacientes com criptococose e de individuos higidos.
Vérias proteinas antigénicas foram reconhecidas por anticorpos presentes nas amostras.
A proteinas de 53 kDa foi verificada nas duas populacbes estudadas, bem como o
reconhecimento por 1gG e IgM. Neste estudo também foram identificados 21 proteinas
antigénicas de C. neoformans, as quais apresentavam massa molecular entre 27,5 kDa e
94 kDa. Goldman e colaboradores (2001) identificaram em soro de individuos com
idade superior a dois anos bem como em pacientes com criptococose HIV positivo e
HIV negativo anticorpos contra proteinas de 98, 106, 111, 116 e 139 kDa . Em amostras
de soros de criancas com idade inferior a dois anos, foi observada auséncia de
marcacgdo. Para estas proteinas, estes dados indicam que a marcacdo ocorre somente
apos a exposicdo ao fungo, ou seja, estes podem vir a ser utilizados como
biomarcadores para C. neoformans. No trabalho de Hamilton e colaboradores (1997),
foram identificados por Western blot nas amostras de soros de pacientes infectados por

C. neoformans anticopos para proteinas de 26, 52, 74 e 110 kDa.
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Trabalhos como os citados anteriormante vém sendo realizados com foco na
identificacdo de proteinas imunogénicas na infeccdo por C. neoformans. As proteinas
observadas em cada um dos trabalhos sé&o semelhantes, o que podemos inferir que se
trata das mesmas proteinas, porém interpretados de formas diferentes, pois devemos
considerar os seguintes fatores: diferencas nas técnicas, a diferenca do sistema imune de
cada individuo (isso pode ser observado em individuos infectados com o mesmo pool
protéico), diferentes formas de exposicdo ao microrganismo e as diferengas entre 0s
préprios C. neoformans de cada regido. Outro dado interessante é a presenca de
anticorpos em amostras de pessoas sem manifestacfes clinicas. Esse dado nos remete a
hipGtese de uma prévia sensibilizacdo dos individuos.

Uma proteina de 77 kDa (KAKEIA et al., 1997), pertencente a familia das HSP70,
apresentou-se como uma proteina imunodominante em camundongos infectados por C.
neoformans. Estudos tém demonstrado que as proteinas pertencentes a familia das HSPs
(heat shock proteins) incluindo as HSP70 apresentam-se como proteinas antigénicas em
muitos microrganismos, e estas sdo alvos do sistema imune celular bem como do
humoral (KAKEIA et al., 1999). Os anticorpos que reconhecem as HSPs tém

demonstrado uma importante funcdo contra a infeccdo causada pelos microrganismos.

1.6 Resposta do sistema imunolégico humano a C. neoformans

Experimentos com modelos animais tém permitido um melhor entendimento da
resposta do sistema imune de seres humanos as infec¢des por Cryptococcus spp. Assim
como nas infecgdes causadas por bactérias e outros fungos, a protecdo esta associada
com processos inflamatdrios granulomatosos, células CD4 e CD8 e padrbes de
reconhecimento de linfocitos Th1l. Pesquisas com os receptores Toll-like das células de
camundongos estdo sendo realizadas para uma melhor compreensdo em relacdo a
resposta do sistema imune inato (YAUCH et al., 2004).

Vaérios trabalhos tém sugerido o contato da populacdo humana com Cryptococcus
spp. durante a vida, podendo iniciar na infancia (SCHOP, 2007). Devido a poucos
relatos de casos de infecgOes de pessoas imunocompetentes, podemos inferir que o
sistema imune pode eliminar, ndo por completo, mas prevenir com éxito o aparecimento
da doenca. Infeccbes em humanos em estagios mais avangados da vida podem ser
devido a reativagdo de infeccOes latentes ou re-infecgdes pelo fungo, os quais levam ao

desenvolvimento cronico da doenga.
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As manoproteinas, localizadas na capsula polissacaridica sdo altamente
Imunogénicas e provocam uma reacdo de hipersensibilidade tardia (DHT), levando ao
desenvolvimento de uma imunidade protetora em camundongos (MANDEL et al.,
2000; PIETRELLA et al., 2002; MANSOUR et al., 2002). O envolvimento de linfocitos
T e 0 aumento da secrecdo de citocinas como TNF-a, IFN-y, IL-2 (MANSOUR et al.,
2004) e IL-12 (PITZURRA et al., 2000) estdo associados com alguns determinantes
antigénicos das manoproteinas, como MP98, MP88, MP84 e MP115 (LEVITZ et al.,
2001; HUANG et al., 2002; BIONDO et al., 2005). Foi demonstrado que a capsula
polissacaridica de C. neoformans promove a secrecao de IL-10 e outras citocinas de tipo
Th2, levando a diminuicdo da secre¢do de citocinas de tipo Thl (VECCHIARELLI et
al., 1996). Desta forma, as manoproteinas apresentam-se como candidatas para o
desenvolvimento de vacinas para o tratamento ou prevencdo da criptococose (SCHOP,
2007).

1.6.1 Sistema de complemento

O sistema de complemento consiste de uma série de proteinas que estdo
envolvidas na resposta imune ndo-especifica do hospedeiro. As proteinas do
complemento podem ser rapidamente ativadas visando a protecdo do hospedeiro via
maltiplos mecanismos, incluindo a opsonizacdo, a qual promove a fagocitose do
antigeno, a lise de células infectadas e a ativacdo da resposta inflamatoria. A ativacéo do
sistema de complemento pode se dar por trés rotas. A via classica, ativada pela
formacdo do complexo antigeno-anticorpo, que requer anticorpos especificos. A via
alternativa, a qual inclui a ligacdo de proteinas do complemento como C3b na superficie
das células infectadas para promover a lise e ndo requer anticorpos especificos. A via
das lectinas, a qual requer a ligacdo das lectinas (proteinas que se ligam especificamente
a carboidratos) nos residuos de manose das celulas estranhas, assim como a via
alternativa, esta ndo requer anticorpos especificos (SCHOP, 2007).

O nivel de ativagdo da cascata de complemento depende da integridade dos
antigenos de superficie do fungo e também dos anticorpos presentes no soro do
hospedeiro (KOZEL, 1993). A cépsula blogueia 0 acesso dos anticorpos as glicanas
presentes em C. neoformans (KELLER et al., 1994). Estudos recentes tém demonstrado

que o componente 3 do complemento (C3), quando depositado no interior da capsula
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polissacaridica, dificulta a fagocitose, ja quando 0 mesmo € depositado na parte externa,
0 processo é auxiliado (ZARAGOZA et al., 2003).

1.6.2 Imunidade celular

Na infeccdo por C. neoformans a fagocitose parece ser a primeira alternativa de
defesa do hospedeiro (MILLER & MITCHELL, 1991). Vérias células contribuem para
esse processo. Leucdcitos polimorfonucleares, também conhecidos como neutrdfilos,
sdo efetivos na fagocitose do fungo nos estagios iniciais das infeccGes e também nas
infeccdes crénicas.

Na acdo contra a criptococose em seres humanos e camundongos foi possivel
verificar as similaridades e diferencas nos mecanismos de acdo entre células NK
(natural killer) (MARR et al., 2006). Durante a infeccdo por Cryptococcus spp., as
células NK desempenham funcGes diferenciadas entre seres humanos e camundongos,
podendo variar a sua distribuicdo no corpo, a interacdo com citocinas e ainda a
expressao de receptores que interagem com uma variedade de outras moléculas efetoras
(MARR et al., 2006; SALKOWISKI et al., 1991). Porém, os macrdfagos sdo as
principais células responsaveis pela fagocitose durante a infeccdo por C. neoformans.
Os macrdfagos sdo capazes de realizar a fagocitose pelo reconhecimento da regido Fc
dos anticorpos e/ou ainda proteinas do complemento como a C3 (KOZEL et al., 1989).

Durante a resposta imune, macrdfagos e neutrofilos produzem uma variedade de
substancias ndo-oxidativas e oxidativas intermediarias que sdo capazes de levar a morte
de C. neoformans (GANZ et al., 1985; DIAMOND et al., 1972; HIEMSTRA et al.,
1993). Os neutr6filos humanos produzem peréxido de hidrogénio, o qual, em uma
quantidade adequada, é letal para C. neoformans (DIAMOND et al., 1972). Embora
sejam produzidas muitas moléculas antifungicas no momento da fagocitose, muitos
estudos tém demonstrado que, dependendo do estimulo, somente a acdo do macréfago é
suficiente para a fagocitose do fungo (BRUMMER et al., 1994). Também tem sido
demonstrado que as citocinas GM-CSF, neutrofilos e TNF-a,, aumentam a fagocitose
mediada por complemento em camundongos (COLLINS & BANCROFT, 1992). Na
auséncia de citocinas, uma ou duas células de C. neoformans sdo ingeridas por
macrofago. Quando o macrofago é estimulado por citocinas, esse niUmero aumenta para
seis a oito células fungicas (COLLINS & BANCROFT, 1992). Além do amplo

repertorio de moléculas expressas durante a infeccéo, outra caracteristica importante € a
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capacidade de sobrevivéncia do fungo no interior de macrofagos (DIAMOND et al.,
1972; FELDMESSER et al., 2000; FELDMESSER et al., 2001).

1.6.3 Imunidade humoral

A resposta imune inata por meio da fagocitose realizada pelos macréfagos é a
primeira resposta e leva a morte uma parcela de células de C. neoformans. Porém,
inicia-se também uma resposta humoral a partir da estimulacdo de linfécitos B e T.
Muitos estudos vém demonstrando a producdo de anticorpos contra os antigenos
polissacaridicos da capsula de C. neoformans. Nem todos os antigenos levam ao
desenvolvimento de anticorpos protetores. A eficiéncia da resposta mediada por
anticorpos tem sido determinada por meio de analise utilizando anticorpos monoclonais
(1gG, IgM, IgA, IgE e IgD), e a utilizacdo de epitopos especificos tem demonstrado a
afinidade por diferentes linhagens de C. neoformans. A imunidade celular e a imunidade
humoral estdo relacionadas com o polissacarideo capsular GXM e as manoproteinas,
sobre as quais atualmente tem-se maior conhecimento (SCHOP, 2007).

As evidéncias sugerem que para uma resposta imune humoral eficiente é
necessario uma resposta apropriada da imunidade celular e da resposta imune por
citocinas. Nas pesquisas envolvendo a criptococose, tem-se aceitado que a capsula
polissacaridica, independente de anticorpos, induz a ativacdo dos linfocitos T. A
inativacdo de células T e a falta de citocinas Thl (TNF-a, IFN-y e IL-12) podem
interferir na produgdo de anticorpos “protetores” (SCHOP, 2007). Também é possivel
observar a “paralisia imunoldgica” ou ainda a presenga de anticorpos nao responsivos
(KOZEL et al., 1977; WILLIAMSON et al., 1993). Camundongos que receberam entre
100-400 ng de GXM demonstraram uma reducdo na producdo de anticorpos. Esse
fendmeno recebe o nome de imunomodulacgdo. Isso ocorre quando a concentracdo de
antigenos ¢ grande, fazendo com que o sistema imune interprete como “antigeno

proprio” (KOZEL et al., 1977).
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1.7 Epidemiologia

A incidéncia da criptococose nos EUA antes da epidemia por HIV era menor que
um caso a cada milhdo de individuos/ano. A partir da década de 80, esta tornou-se uma
doenca emergente como uma infeccdo oportunista em pacientes infectados pelo HIV,
ocorrendo entre 5-10% dos pacientes com AIDS nos EUA, Europa e Austrélia (MIRZA
et al., 2003).

No trabalho de Mirza e colaboradores (2003) verificou-se que o uso de fluconazol
e o advento de terapias antiretrovirais (HAART), em meados da década de 90,
possibilitaram um decréscimo significativo da criptococose. Em 1993, em Atlanta
(EUA), foram registrados 66 casos de criptococose em 1.000 portadores do HIV. Ja em
2000, foram registrados apenas 7 casos de criptococose para cada 1.000 portadores do
HIV. Neste estudo foram detectados 1.491 casos de criptococose, sendo que 1.322
(89%) eram HIV positivo.

A criptococose parece ser mais comum em pacientes infectados pelo HIV no sul
da Asia e da Africa do que em individuos europeus e norte-americanos. Dezenove
porcento dos individuos HIV positivos da Tailandia apresentaram a doenca entre 1994 e
1998 (CHARIYALERTSAK et al.,, 2001). Em Uganda, essa estimativa foi de
aproximadamente 10,3% dos pacientes imunocomprometidos (FRENCH et al., 2002).
Na Africa do Sul, a associacio entre meningite causada por Cryptococcus spp. e
pacientes infectados por HIV chega a 20-45%, ficando na frente de doencas como
tuberculose e meningite bacteriana (GORDON et. al., 2000).

Lindenberg et. al. (2008) verificaram o perfil clinico-epidemioldgico de 123 casos
de criptococose diagnosticados no Hospital Universitario da Universidade Federal do
Mato Grosso do Sul, no periodo de janeiro de 1995 até dezembro de 2005. Destes,
84,5% apresentaram associagdo com HIV, 4,9% tinham outras condicOes
predisponentes e 10,6% eram imunocompetentes. Predominou a ocorréncia no sexo
masculino (68,3%) e a média de idade foi de 35,9 anos. O envolvimento do sistema
nervoso central ocorreu em 83,7% dos pacientes e 0s sintomas mais freqientes foram
cefaléia e vémito. Em 77 casos foi possivel identificar a espécie do agente, sendo 89,6%
C. neofomans e 10,4% C. gattii. Os dados deste trabalho chamam a atencéo a taxa desta
micose observada em imunocompetentes e aos cinco casos de pacientes HIV positivos
infectados por C. gattii (6,5% dos 10,4% casos).



16

O trabalho realizado pelo nosso grupo apresenta dados epidemioldgicos de casos
de criptococose no Rio Grande do Sul (LEAL, et. al., 2008a). Foram 126 casos de
pacientes relatados entre 2000 e 2005 no Laboratério Central de Saude Publica (IPB-
LACEN/RS). A maioria dos pacientes era do sexo masculino (77,12%), caucasianos
(83,5%) e 95% dos pacientes eram HIV positivo. A prevaléncia de C. neoformans var.
grubii (Sorotipo A) foi de 95,42%, enquanto C. gattii (Sorotipo B) foi representado em

4,58% dos casos. C. neoformans var. neoformans néo foi encontrado nesta pesquisa.
1.7.1 Epidemiologia molecular

Estudos epidemioldgicos sdo essenciais para o entendimento da biologia deste
fungo, auxiliando assim no desenvolvimento de terapias contra esta infecgdo. Varios
métodos moleculares, como cariétipo, PCR fingerprinting, RAPD e AFLP, estdo sendo
utilizados para a analise epidemiologica de isolados ambientais e clinicos de C.
neoformans.

Isolados de Botswana e Malaui foram sorotipados com Crypto Check kit (latron,
Japdo), confirmados por PCR especifico para cada sorotipo e analisados por AFLP
(LITVINTSEVA et al., 2005). Das 161 amostras de Botswana, 86,3% eram do sorotipo
A e 13,7% do sorotipo C. Das 15 amostras analisadas de Malaui, 80% foram referentes
ao sorotipo A, 13,3% sorotipo C e 6,7% sorotipo hibrido AD. Nenhuma amostra
apresentou-se como sorotipo B ou D. Dos 24 isolados como sorotipo C (C. gattii), 23
amostras confirmaram o resultado em meio CGB (canavanina-glicina-azul de
bromotimol agar), modificando a cor do meio, de verde-amarelado para azul-escuro.
Estes dados foram considerados como um fendmeno, pois todas as amostras analisadas
eram provenientes de pacientes com AIDS (a literatura de forma geral, relata C. gattii a
individuos imunocompetentes) e também demonstra que C. gattii sorotipo C é
claramente mais abundante na Africa. No meio ambiente, C. gattii sorotipo B esta
associado com uma grande variedade de arvores, particularmente com espécies de
Eucalyptus e outras espécies, incluindo E. camaldulensis, E. tereticornis e E.
sideroxylon, as quais sdo encontradas em Botswana (LITVINTSEVA et. al., 2005).

Quarenta e sete isolados clinicos de C. neoformans de varias regides do Estado de
Sé&o Paulo foram analisados quanto aos sorotipos, mating-type por PCR, RAPD e AFLP
(MATSUMOTO et. al., 2007). Todos os isolados foram obtidos de pacientes HIV

positivos e identificados como sorotipo A e MATa. Quarenta e cinco amostras
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pertenciam ao tipo molecular VNI e apenas dois foram VNII quando analisados por
PCR-fingerprint e PCR-RFLP (PLB1 e URA-5). Estes dados forneceram novas
informagdes sobre a epidemiologia molecular de C. neoformans na regido sudeste do
Brasil.

Franzot et al. (1997) analisaram 51 isolados de C. neoformans (das cidades do Rio
de Janeiro e Belo Horizonte - Brasil) para verificar os padrdes dos mesmos. Foram
utilizadas técnicas de assimilacdo de carbono, cariétipo por eletroforese em campo
pulsado, RFLPs e CNRE-1. Foram comparados os resultados obtidos utilizando as
mesmas técnicas moleculares dos isolados da cidade de Nova lorque (EUA). Os
resultados demonstraram que a epidemiologia molecular de C. neoformans devido as
diferencas geogréficas pode resultar em selecdo natural devido ao ambiente e as
condicdes climéticas de cada local. Os resultados também sugerem que pode haver a
distribuicdo global de algumas linhagens de C. neoformans, as quais sao freqlientemente
encontradas em todos o0s continentes e estdo associadas com excretas de pombos,
sugerindo que estes podem ser os responsaveis pela dispersdo global do fungo.

Barreto de Oliveira et al. (2004) avaliaram 58 isolados (31 isolados clinicos e 27
isolados ambientais) brasileiros dos estados de Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Piaui e Rio
Grande do Norte, por sorotipagem (Crypto Check Kit, latron, Tokyo, Japan), PCR
espécie-especifico e mating-type. Observou-se uma diversidade genotipica nas
linhagens brasileiras de C. neoformans. A maioria das amostras foi aA (65%), seguida
por aB (17,5%), aD (9%), hibrido a/AD (5%) e aC (3,5%).

Em trabalho realizado pelo nosso grupo (CASALI et al., 2003) foram analisados
105 isolados clinicos e 19 ambientais (de excreta de pombos e de Eucalyptus spp.) de C.
neoformans provenientes do nosso estado. Os isolados foram caracterizados conforme
as andlises bioquimicas, soroldgicas, morfoldgicas e moleculares. Foram identificados
89,5% dos isolados clinicos e 52,6% dos isolados ambientais como C. neoformans var.
grubii sorotipo A e padrdo molecular VNI. O Mating-type o foi identificado em 98,1%
dos isolados clinicos e 94,7% dos isolados ambientais. O teste de fosfolipase foi
positivo em 94,3% e 73,7%, respectivamente. Estes dados permitiram ampliar o
conhecimento sobre a ecologia, biologia molecular e epidemiologia de C. neoformans
no sul do Brasil.

A linhagem utilizada para a realizagdo desta dissertagcdo de mestrado foi isolada e

descrita por CASALI et al. (2003). C. neoformans var. grubii HC6 é um isolado clinico
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proveniente do Laboratorio Central do Estado do Rio Grande do Sul (LACEN). Esta
linhagem foi isolada do liquido cefalorraquidiano de um paciente HIV positivo e
pertence ao sorotipo A, mating-type o e tipagem molecular VVNI.

O estudo realizado por Soares et al. (2005), na cidade de Santos (S&o Paulo-
Brasil), apresentou a analise de 116 amostras ambientais, sendo 79 amostras de fezes de
pombos e 37 amostras do ar atmosférico de regibes com acumulo de fezes. Foram
isoladas as seguintes espécies das excretas: C neoformans var. grubii 13,9%, C.
laurentii (8,9%) e C. albidus (12,6%). Todas as amostras isoladas de C. neoformans
foram sorotipo A (C. neoformans var. grubii).

Os dados evidenciados nesta secdo referenciam que mesmo com varios estudos
sobre a epidemiologia de Cryptococcus spp, ainda ndo ha um embasamento Unico sobre
0 habitat e os hospedeiros definitivos desse fungo. A identificagdo deste microrganismo

no ambito clinico é uma peca fundamental para o tratamento correto da infeccao.

1.8 Diagnostico

O diagndstico laboratorial da criptococose estd baseado em trés fundamentos: a
demonstracdo do fungo no material clinico com isolamento em cultura, por meio de
cortes histoldgicos que permitem a visualizacdo do fungo por microscopia e a detec¢édo
soroldgica através da pesquisa de antigenos circulantes (LA) (BICANIC et. al., 2005).

Ap6s uma colheita adequada do material clinico (liquor, escarro, lavado
brénquico-alveolar, bidpsia, etc.), este deve ser processado de imediato para
demonstracdo de estruturas fangicas caracteristicas de C. neoformans. Véarias podem ser
as técnicas utilizadas para pesquisa da estrutura fangica, tais como lamina-laminula com
nigrosina (tinta da India ou nanquim), esfregagos, imprints ou ainda cortes
histopatoldgicos corados com corantes inespecificos como a coloracdo acido de
periddico-Schiff (PAS), hematoxilina-eosina (HE), Gomori-Grocott, ou ainda, corado
pelo mucicarmim, o qual cora a capsula de Cryptococcus spp., facilitando assim sua
diferenciacdo de outras leveduras ndo capsuladas (SIDRIM & MOREIRA, 1999). O
meio contendo componentes difendlicos permite diferenciar C. neoformans dos demais
fungos, ja 0 meio canavanina-glicina-azul de bromotimol (CGB) permite diferenciar C.
neoformans de C. gattii (BICANIC et. al., 2005). Como a grande maioria do material
que chega ao laboratério de micologia para pesquisa de Cryptococcus spp. é de fluido

(liquor, escarro, etc), 0 processamento mais utilizado é a homogeneizagdo de uma gota
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do material com uma gota de nigrosina e preparado para a microscopia, entre lamina e
laminula, onde serdo observadas estruturas blastoconidiadas, com 4-8 um de diametro,
capsuladas, redondas ou ovaladas, sugerindo tratar-se, respectivamente de C.
neoformans ou C. gattii (SIDRIM & MOREIRA, 1999).

Atualmente é utilizada para diagnostico da criptococose a aglutinacdo por latex
(WHEAT, 2006). E um método répido e apresenta uma sensibilidade de
aproximadamente 90%. O antigeno pode ser detectado no soro, em lavado brénquico,
liquido cefalorraquidiano e outros fluidos corporais. A maioria dos estudos demonstrou
uma especificidade de 95%, apresentando em alguns casos falso-positivo (reatividade
cruzada) causado por fator reumatoide, anticorpos idiopaticos, defeitos dos Kits ou
infeccbes por outros organismos como Trichosporon asahii e Capnocytophaga
canimorsus.

Os testes sorologicos podem auxiliar num diagndstico rapido da infeccdo fungica
causada por Cryptococcus. Essa ferramenta permitiria com maior rapidez o inicio do
tratamento (REPENTIGNI, 1989). Nos ultimos anos, tém se observado o
aperfeicoamento de métodos para o sorodiagndstico da criptococose, sendo a
identificacdo de antigenos um passo importante para este fim (DIAMOND &
BENNETT, 1973; GORDON & VEDDER, 1996).

Para o monitoramento do curso da doenca e resposta ao tratamento, atualmente
utiliza-se o teste de LA, o qual permite a titulacdo de antigenos circulantes no paciente
(DUPONT et al., 1992, TEMSTET et al., 1992). A técnica de ELISA tem sido descrita
para a deteccdo de anticorpos (CASADEVALL et al., 1992, MUKJERJEE &.
CASADEVALL, 1995), pois apresenta como vantagem ao latex, o seu poder
discriminatorio entre os resultados positivos e negativos e a sua alta sensibilidade
(DUPONT et al., 1992).

Devido a relativa complexidade de obtencéo de anticorpos monoclonais, o Crypto
Check kit (latron, Japdo) ndo é o melhor método disponivel para a diferenciacdo entre as
especies de Cryptococcus (ENACHE-ANGOULVANT et al., 2007). Por esse motivo,
se faz necessario o desenvolvimento de técnicas que permitam a diferenciagdo quanto

ao sorotipo de C. neoformans.
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1.9 Tratamento

A droga tradicionalmente utilizada no tratamento da neurocriptococose e da forma
disseminada é anfotericina B, administrada isolada, em altas ou em baixas doses (0,3
mg/kg/dia) ou ainda podendo estar associada a fluocitosina (150-200 mg/kg/dia). Estas
drogas sdo administradas divididas em quatro doses diérias, que devem ser ajustadas na
dependéncia da funcéo renal, a qual deve ser avaliada a cada trés dias. A associagdo visa
a minimizar os efeitos colaterais da anfotericina B. O tratamento pode apresentar uma
duracdo por um periodo de quatro a seis semanas, na dependéncia de cada caso
(SIDRIM & MOREIRA, 1999).

Outras drogas antifingicas tém sido utilizadas nos quadros de criptococose
(SIDRIM & MOREIRA, 1999). Todavia, parece que as drogas tém apresentado
resultados de bons a regulares, por alcancarem altos niveis no liquido cefalorraquidiano,
sdo: fluconazol (400 mg/dia durante nove semanas) e itraconazol (200 mg/dia durante
cinco semanas). Contudo, alguns autores demonstraram estatisticamente que a
associacdo da anfotericina B com a fluocitosina, em pacientes severamente
imunocomprometidos, ainda é a terapéutica mais eficiente no tratamento da
criptococose, quando comparado com o uso isolado de derivados imidazdlicos.

Apesar da anfotericina B ser um dos antifungicos mais antigos e seu emprego
restringir-se quase que exclusivamente a administracdo sistémica, ela ainda é
considerada a droga de referéncia para o tratamento da maioria das infec¢cdes fangicas
(GROHMANN et al., 1993). As varidveis que atuam na media¢do do mecanismo de
resisténcia a anfotericina B ainda ndo estdo completamente elucidadas. Sabe-se que o
alvo principal da funcdo antimicotica da anfotericina B é o ergosterol, componente da
membrana celular da levedura (AMIR & PAKULA, 1991). Nos processos in vivo, no
entanto, é importante lembrar que a acdo da anfotericina B também provoca alteracoes
na membrana das células humanas ricas em colesterol, podendo provocar desequilibrios
na homeostase (GROHMANN et al., 1993; MACDONALD, 1995).

A fluocitosina (5FC) trata-se de uma droga desenvolvida contra o cancer
introduzida na década de 70 (BICANIC & HARRISON, 2005). Dentro da célula
criptococdcica, a fluocitosina é convertida em 5-fluorouracil (5-FU) pela citosina-
desaminase (enzima presente somente em celulas bacterianas e flngicas), um analogo

da pirimidina que inibe a sintese de acido nucléico.
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DAMMERT et. al. (2008) analisaram os resultados micolégicos e clinicos apos
tratamento com anfotericina B e fluconazol em pacientes HIV positivos associados com
criptococose. O trabalho demonstrou que os pacientes apresentaram elevada presséo
intracranial na combinacdo entre os dois antifungicos. Os resultados encontrados neste
trabalho foram semelhantes aos resultados de outros trabalhos que também utilizaram
como estudo, pacientes HIV positivo associado com criptococose.

Outra pesquisa foi realizada com 208 pacientes que apresentaram cultura positiva
para C. neoformans (DROMER et al., 2008). Os pacientes foram separados em grupos,
conforme os critérios de inclusdo. Foram analisados pacientes HIV-positivo e HIV-
negativo, conforme os tratamentos recebidos: tratamento com anfotericina B e
fluocitosina, anfotericina B e fluconazol, fluconazol e fluocitosina, somente fluoconazol
e somente anfotericina B. Varias andlises entre os diversos grupos foram realizadas e
concluiu-se que ainda o melhor tratamento para a criptococose é a administracédo
conjunta de anfotericina B e fluocitocina.

A conduta a ser adotada no paciente infectado por C. neoformans e C. gattii deve
ser diferenciada (CHEN et al., 2000). O conhecimento da espécie é um fator importante
para o0 sucesso do tratamento. Os pacientes infectados pelo fungo sorotipo B (C. gattii)
devem receber um tratamento mais prolongado, pois este deixa maiores sequelas e
apresenta um indice maior de mortalidade.

Devido aos danos causados por medicamentos como a anfotericina B e demais
antimicéticos, por provocarem desequilibrio e alteracbes da homeostase nas células que
apresentam ergosterol, tem-se buscado novos métodos de tratamento. A imunizacao
passiva utilizando anticorpos monoclonais contra antigenos de Cryptococcus spp. pode
ser outra alternativa terapéutica para a criptococose (ROSAS et al., 2001).

Os anticorpos apresentam a funcdo de auxiliares dos macréfagos no momento da
fagocitose de C. neoformans e C. gattii (ALVAREZ et al., 2008). Anticorpos
monoclonais para a glicosilceramida (GlcCer, a qual esta envolvida na regulacdo da
viruléncia de C. neoformans) demonstraram por imunizagdo passiva a sobrevida de
camundongos infectados por C. neoformans (RODRIGUES et al., 2007). O anti-GlcCer
demonstrou-se como uma estratégia eficiente para o controle da criptococose. A
eficiéncia da imunidade mediada por anticorpos ainda ndo esta bem estabelecida para
Cryptococcus, porem nos ultimos anos tem-se avancado no conhecimento sobre este
tema (SCHOP, 2007).
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1.10 Prevencao

Para a prevencdo da criptococose tém-se buscado moléculas que apresentem
caracteristicas importantes para o desenvolvimento de vacinas. Com esse objetivo o
peptideo denominado P-13, o qual mimetiza a GXM, um polissacarideo da capsula de
C. neoformans, foi testado como uma ferramenta para a imunizagdo. Camundongos de
duas linhagens (Balb/c e C57BL/6) foram imunizados e ap6s verificou-se os niveis de
expressao génica de citocinas (IFN-y, IL-10 e IL-6), as quais variaram dependendo da
linhagem do camundongo e da proteina carreadora do P-13. Os dados sugerem que o P-
13 pode ser adequado para a producdo de uma vacina eficaz para a criptococose. Porém,
a eficacia da vacina pode depender de outros fatores, como imunomodulacdo e a
resposta natural imune do hospedeiro (DATTA et al., 2008).
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2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

2.1 JUSTIFICATIVA

Com o avanco dos conhecimentos biotecnoldgicos, nos altimos anos vem
ocorrendo uma “explosdo” no desenvolvimento de técnicas soroldgicas e moleculares
para 0 diagnostico de varias doencas. Assim, tém-se fornecido ferramentas para o
desenvolvimento de testes sensiveis, especificos e que colaboram com a minimizagéo
do tempo para o diagndstico, como um fator de extrema importancia.

Devido a estas caracteristicas, se faz necessario a identificacdo de biomarcadores
que auxiliem no diagnostico da criptococose humana com maior precisdo e em menor

tempo.

2.2 OBJETIVO GERAL

Identificar proteinas antigénicas especificas de Cryptococcus neoformans var.
grubii para a padronizacdo de um ELISA como ferramenta para o diagndstico da

criptococose humana.

2.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Montar uma soroteca de amostras de pacientes com criptococose,
histoplasmose, aspergilose, candidose, paracoccidioidomicose e individuos
higidos;

b) Padronizar um ELISA para detec¢éo da criptococose humana utilizando
como antigeno, um extrato total de C. neoformans var. grubii (HC6);

c) Produzir e caracterizar soros hiperimunes de camundongo contra antigenos
de C. neoformans var. grubii;

d) Identificar proteinas antigénicas de C. neoformans var. grubii utilizando

soros de pacientes com criptococose.
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3. MATERIAS E METODOS

3.1 Linhagem de C. neoformans var. grubii HC6

No estudo, foi utilizada a linhagem HCS6, identificada como C. neoformans var.
grubii. Essa linhagem foi obtida do Laboratorio de Fungos de Importancia Médica e
Biotecnoldgica do Centro de Biotecnologia da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul.

3.2 Cultivo de C. neoformans var. grubii HC6

C. neoformans var. grubii HC6 foi cultivado por 20 h, em um volume de 500 mL
de caldo Sabouraud-dextrose a 30°C em rotacdo continua a 150 rpm. As taxas de
crescimento foram determinadas por espectrofotometria (ODgg0), em espectrofotémetro
Ultrospec-2000. As leveduras foram recuperadas por centrifugacdo a 5.000 g por 10
min. O sobrenadante foi desprezado e o pellet foi lavado com 10 mL de agua Milli-Q
gelada, em seguida centrifugada 5.000 g por 10 min, repetindo-se este procedimento 3
vezes. Apls a lavagem, as leveduras foram congeladas a -20°C e em seguida

liofilizadas.

3.3 Extragédo de DNA de C. neoformans var. grubii HC6

O DNA total de C. neoformans var. grubii HC6 foi utilizado para confirmacéo de
especie por PCR com primers espécie-especificos.

O metodo utilizado para isolamento do DNA total destas amostras foi um método
mecanico adaptado a partir de um protocolo de extracdo com lise por maceracdo com
adicdo de nitrogénio liquido (ZHANG et al., 1996).

As células de C. neoformans var. grubii HC6 foram inoculadas em &gar Sabouraud
e incubadas em estufa a 30°C por trés dias. As colonias foram recolhidas e maceradas
em presenca de nitrogénio liquido, em gral e pistilo, ressuspendidas em 0,2 mL de
tampédo de extragdo (Tris-HCI 10mM, EDTA5 mM, pH 7,5) e transferidas para

microtubos. Foram adicionados 0,2 mL de fenol-cloroférmio (1:1) ao microtubo e a
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amostra foi agitada em vortex por 6 min. Em seqténcia, foram adicionados 0,3 mL de
fenol-cloroférmio (1:1) e 0,3 mL de tampdo de extracdo e a amostra foi agitada mais 4
min em vortex. O extrato foi centrifugado por 5 min a 10.400 g e o sobrenadante foi
transferido para outro microtubo. O DNA foi re-extraido com 0,3 mL de fenol-
cloroférmio (1:1) e centrifugado por mais 5 min. O sobrenadante foi transferido a outro
microtubo, onde foram adicionados dois volumes de etanol absoluto gelado. Os acidos
nucléicos foram precipitados por incubacdo a -20°C por 14 a 16 h. Apds uma
centrifugacdo por 15 min a 10.400 g, o sedimento foi lavado com etanol 70% gelado,
seco a temperatura ambiente e ressuspendido em 50 uL de &gua MilliQ. RNAse na
concentracdo de 50 pg/mL foi adicionada e ap6s incubacdo por 30 min a 37°C, a
qualidade do DNA obtido foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 0,8% em
Tris-borato EDTA corado com 0,5 pg/mL de brometo de etidio, migrado por 40 min a

100 V, e visualizado sob luz UV. As amostras de DNA foram armazenadas a -20°C.

3.4 PCR espécie-especifico de C. neoformans

O método de PCR utilizado para a identificacdo e confirmacdo das espécies de
Cryptococcus utilizadas neste trabalho foi adaptado a partir do protocolo citado por
LEAL et al. (2008 b). A reacdo de amplificacdo foi realizada em um volume final de 25
uL contendo 10 a 20 ng de DNA, Tris HCI 10 mM pH 8,3/ KCI 50 mM, MgCl, 2,3 mM,
200 uM de desoxirribonucleotideos, 25 pmol de cada primer e 1 U de Tag-DNA-
polimerase (Cenbiot Enzimas).

As condigdes desta PCR foram as descritas a seguir: desnaturacao inicial a 94°C
por 8 min, 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1 min, anelamento a 65°C por 1 min,
extensdo a 72°C por 2 min e extensdo final a 72°C por 8 min. Os produtos de
amplificacdo foram analisados em gel de agarose 1%, e visualizados sob luz UV.

Os primers utilizados foram projetados com base nas sequéncias do genoma
completo de C. neoformans (linhagem JEC21) disponivel no GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast) os quais correspondem uma regido do
cromossomo 3 referente a um gene putativo de uma aminotransferase: CNA-70S (5°-
ATT GCG TCC ACC AAG GAG CTC-3’), CNA-70A (5’- ATT GCG TCC ATG TTA
CGT GGC-3’) C.neoformans, CNB-49S (5’- ATT GCG TCC AAG GTG TTG TTG-3?)
e CNB-49A (5’- ATT GCG TCC ATC CAA CCG TTA TC-3”) C. gattii. Tamanhos
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observados na amplificacdo dos fragmentos de DNA na PCR multiplex: 695 pb e 448
pb, correspondentes a C. neoformans e C. gattii, respectivamente.

3.5 Extracdo de proteinas de C. neoformans var. grubii HC6

Sobre o pellet (descrito no item 3.1) foi adicionadao nitrogénio liquido para
auxiliar na lise celular, para o processo de maceragdo e obtencdo do extrato protéico das
células fungicas C. neoformans var. grubii HC6. O produto obtido (p6é branco) foi
transferido para um tubo de centrifuga previamente pesado e, apés a transferéncia do
material para o tubo, verificou-se o peso final para a obtencéo do produto (peso final do
tubo - peso inicial = produto da maceracdo). O extrato foi ressuspendido em 1: 7 p/v de
tampdo de ressuspensdo (Tris-HCI 1M, EDTA 0,5M), agitando em vortex por 5 min
(com intervalos de 1 min. entre vortex e gelo). Foram transferidos para microtubos de
1,5 mL, e em seguida estes foram centrifugados em microcentrifuga por 10 min a
10.400 g. Como resultado desta extracdo, o sobrenadante foi considerado o contetdo

protéico citoplasmatico e de parede celular.

3.6 Quantificacdo da extracao de proteina total de C. neoformans var. grubii HC6

Para a determinacao da concentracdo protéica das amostras utilizou-se 0 método de
BRADFORD (1976). A curva padrao foi feita com BSA (Sigma), em uma concentracao
que variou de 4 a 28 pg/mL. A leitura de OD foi realizada a 595 nm, 5 min ap6s a

mistura da amostra com o reagente.

3.7 Preparacédo das amostras de extrato protéico total de C. neoformans var. grubii

HC6 para eletroforese

O extrato total de proteinas de C. neoformans var. grubii HC6 foi precipitado com
acido tricloroacético (TCA) 20%. Para cada volume de amostra, correspondente a
determinada quantidade de proteina requerida, foram adicionados TCA 20% numa
proporcao de 1:1 (v/v), seguido de incubagéo a 4°C, por 14 a 16 h. As amostras foram
centrifugadas a 10.400 g por 15 min, lavadas com acetona 100% e novamente
centrifugadas na mesma rotacdo por 3 min, repetindo-se este processo por 3 vezes. Apos

0 descarte da acetona e a evaporagdo total da mesma, o sedimento protéico foi
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ressuspendido no volume de 20 uL de tampéo de amostra desnaturante (Tris-HCI 0,5 M
pH 6,8, glicerol 10% (v/v), (p/v) azul de bromofenol 0,01%, 2-mercaptoetanol 4% (v/v),
SDS 2%), exposto a temperatura de 100°C por 3 min e aplicado no gel.

3.8 SDS-PAGE de C. neoformans var. grubii HC6

O extrato total de proteinas de C. neoformans var. grubii HC6 foi submetido a
eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS em condi¢Ges desnaturantes, conforme
descrito por LAEMMLI (1970), utilizando o sistema “Mini Protean II Electrophoresis
Cell” (BioRaD). A solucdo do gel separador com concentracdo final de acrilamida de
12% continha: Tris-HCI 0,375 M pH 8,8, acrilamida-bisacrilamida 12% (p/v), SDS
0,1%, persulfato de aménio 0,05% (v/v) e TEMED 0,05% (v/v). A solucédo do gel de
empilhamento com concentracdo final de acrilamida de 4% continha: Tris-HCI 0,125 M
pH 6,8, acrilamida-bisacrilamida 4% (p/v), SDS0,1%, persulfato de aménio 0,05% (v/v)
e TEMED 0,05% (V/v).

O sistema foi montado em cuba apropriada e preenchido com tampéo de corrida
(Tris0,3%, glicina 1,44% e SDS 0,1% (p/v)). As amostras ressuspendidas em tampao de
amostra desnaturante, preparadas como mencionado anteriormente, foram aplicadas no
gel. Apos a eletroforese (150 V por aproximadamente 1 h) os géis foram colocados em
solucdo de coloracdo de Coomassie G (sulfato de aménio 10% (p/v), acido fosférico 2%
(v/v), metanol20%, Coomassie Brilliant Blue G-250 0,05% (p/v)) por 14 a 16h e
descorados em &gua destilada, ou submetidos a transferéncia das proteinas para uma

membrana de nitrocelulose.

3.9 Soros de pacientes com criptococose, candidose, aspergilose,

paracoccidioidomicose, histoplasmose e de individuos higidos.

Para a obtencgédo dos soros contou-se com a colaboracgdo do setor de micologia do
Complexo Hospitalar Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre, LACEN/RS,
Hospital de Pronto Socorro de Porto Alegre e Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Foi
disponibilizada uma aliquota (aproximadamente 1 mL/amostra excedente) dos soros de
pacientes que apresentaram positividades a partir das metodologias ‘“ouro” para
diagnostico das seguintes micoses: criptococose, histoplasmose, paracoccidioidomicose,

candidose e aspergilose.
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Os setores de micologia, além do fornecimento dos soros dos pacientes,
forneceram dados como idade e sexo dos pacientes, bem como a identificacdo do agente
etiologico. Os laboratérios também nos disponibilizaram o nimero dos prontuarios para
buscas de informacdes dos pacientes para projetos futuros.

Como controle para os ensaios de ELISA e western blotting foram utilizados 35
soros de individuos higidos coletados de alunos e funcionérios do Centro de
Biotecnologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul e também foram coletadas
47 amostras de funcionarios de um hospital de Porto Alegre, no qual estd sendo
realizado em paralelo um trabalho de isolamento de Cryptococcus no ambiente
hospitalar. Para realizacdo desta coleta, os voluntarios assinaram um termo de
compromisso livre e esclarecido.

Os soros foram colocados em glicerol tamponado 1:1 (v/v). O glicerol tamponado
foi preparado da seguinte forma: 9 partes de glicerol em 1 parte de tampéao fosfato 0,1
M pH 7,2 (32 partes de NaH,PO, 1M e 68 partes de Na,HPO, 1M (SAMBROOK &
RUSSEL, 2001)

3.10 ELISA

A padronizagéo do teste de ELISA para soro humano foram testadas as seguintes
concentracdes de antigenos protéicos totais de C. neoformans var. grubii HC6: 100
ng/poco, 250 ng/pogo, 500 ng/poco e as diluicbes de amostras de soros testadas foram:
1:1000, 1:200 e 1: 4000. Para a padronizacdo dos ELISA para soro de comundongos
imunizados, foram testadas as seguintes concentracfes de antigenos protéicos totais de
C. neoformans var. grubii HC6: 500 ng/poco, 250 ng/poco, 125 ng/poco, 62,5 ng/poco,
31,2 ng/poco e 15,6 ng/poco e os soros foram testados nas seguintes dilui¢Bes: 1:200,
1:400, 1:800, 1:1600, 1:3200 e 1:6400.

As microplacas (BD Falcon 3912, Biosciences) foram sensibilizadas por adsor¢éo
fisica com os antigenos protéicos totais produzidos e diluidos em solucdo tampdo
carbonato-bicarbonato (Na,C030,02 M; NaHCO30,03 M; pH 9,6) no volume de 100
uL/pocgo. A concentragdo dos antigenos protéicos totais foi de 500 ng/poco (para soro
humano) e 30 ng/poco (para soro de camundongo imunizado) e incubadas overnight a
4°C. As microplacas sensibilizadas foram lavadas 3 vezes com blotto 5%. Ligagdes

ndo-especificas foram bloqueadas pela incubacdo da placa com 200 uL de blotto 5%
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durante 2 h a 37°C. As placas foram lavadas 3 vezes com PBS-Tween (PBS pH 7,4,
Tween 20 0,05%). A cada pogo sensibilizado foram adicionados 100 uL das amostras
de soro diluidas (1:1000 soro humano e 1:3200 soro camundongo) em blotto 5%,
incubando durante 1 h 30 min a 37°C. Apo6s 3 lavagens com PBS-Tween, foram
adicionados 100 uL de blotto 5% contendo o anticorpo secundério (anti-lgG humana
conjugada com peroxidase (GE Healthcare)/ anti-lgG mouse conjugada com peroxidase
(ZyMax™Grade) na diluicdo 1:2000 por 1h. Apds um novo ciclo de lavagens (3
lavagens com PBS-Tween), foi adicionado em cada poc¢o 100 pL de solugdo cromdgena
ortofenilenodiamina (OPD) 0,35 % (p/v), em tampéo citrato-fosfato 0,01 M, pH 5,5
(Na;HPO,4 0,2 M, &cido citrico 0,1 M) e peroxido de hidrogénio 0,005% (v/v), como
substrato para a enzima. Nesta etapa, a incubacédo foi de 15 min, a temperatura ambiente
ao abrigo da luz. Transcorrido o tempo, a reacdo foi interrompida com H,SO4 1 N. Os
controles negativos foram, PBS, pogos que receberam apenas 0 anticorpo secundario
(para verificar a ndo reatividade do anticorpo secundario com outros antigenos que nao
as 1gGs de interesse) e pocos nao sensibilizados (para verificar ligagfes inespecificas de
anticorpos na placa). A reatividade foi avaliada espectrofotometricamente através das
leituras de OD em comprimento de onda de 492 nm em leitor de microplaca Bio-Tek®.
Para as construcdes dos graficos de ELISA considerando a média dos soros e o desvido

padrdo, foi utilizado programa GraphPad Prism 4.

3.11 Western blotting de gel unidimensional

Apobs o término da migracdo das amostras no gel de poliacrilamida, descrito no
item 3.8, 0 mesmo foi colocado em contato direto com uma membrana de nitrocelulose
de mesmo tamanho, sendo ambos envolvidos por papéis-filtro. Tanto os papéis-filtro
como a nitrocelulose foram previamente umedecidos em tampéo de transferéncia (Tris
25mM, glicina 192mM, metanol 20%, pH 8,3). Este “sanduiche” foi submetido, em
tampdo de transferéncia, a uma voltagem de 400 mA por 2 h ou 30 V por 16 h. Apds a
transferéncia das proteinas, a nitrocelulose foi submetida a coloragdo Ponceau (1:200),
e em seguida descorada com PBS-T (NaCl 137mM, Na,HPO, 10 mM, KH,PO 1,5 mM
KCI 2,7 mM_ Tween 20 0,05% pH 7,6). A seguir foi blogqueada por 2 h ou 16h com
solucéo blotto 5%. A membrana foi incubada por mais 1 h a temperatura ambiente a

4°C com agitacdo constante, com os diferentes soros, os quais foram diluidos (1:500)
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para um volume final de 5 mL em blotto 5%. A membrana foi posteriormente lavada 3
vezes com PBS-T, por 10 min, e incubada por 1 h com o conjugado anti-lgG humana
(GE Healthcare) diluido (1:2000) em blotto 5% (volume final de 5 mL). Por fim, a
membrana foi lavada novamente com PBS-T, com 3 lavagens de 10 min. A revelacdo
foi realizada com a adicao da solucéo de revelacdo, a qual segue a seguinte proporc¢édo: 5
mg de DAB (3,3- diaminobenzidina, Sigma); 30 mL de PBS-T; 150 uL de agua
oxigenada 100 volumes (30%). A interrupcdo da reacdo ocorreu com a adi¢do de &gua
destilada. Todas as lavagens e incubacgdes foram realizadas a temperatura ambiente com

agitacdo constante.

3.12 Eletroforese bidimensional de extrato protéico total de C. neoformans var.
grubii HC6

3.12.1 Isoeletrofocalizagdo

Foram utilizadas tiras de 17 cm e faixa de pH 4-7 (ReadyStrip™ IPG Strip, Bio-
Rad). A concentracdo de proteinas foi de 1,2 mg para cada tira. A precipitacdo das
amostras ocorreu em TCA 20% por 16h. Para a obtencdo do pellet, as amostras foram
centrifugadas por 15 min a 10.400 g em microcentrifuga, seguida por 3 lavagens de 3
min a 10.400 g com acetona gelada. Ap6s a secagem em temperatura ambiente foram
adicionados 300 ul de tampao de solubilizagdo (uréia 7M, tioureia 2M, CHAPS 4%,
DTT 1%, anfdlitos 0,2%) deixado 1 h em temperatura ambiente seguido de
centrifugacdo por 45 min a 11.200 g a 20°C. A hidratacdo ocorreu de forma passiva, por
16h a temperatura ambiente (aproximadamente 21°C). Apo0s a reidratacdo, as amostras
foram isofocalizadas (PROTEAN IEF - Bio-Rad) até alcancar um total acumulado de

70.000 V/H. As tiras foram retiradas e congeladas a —20°C até o seu uso.

3.12.2 SDS-PAGE

Antes da migracdo da segunda dimenséo, as tiras foram incubadas 15 min sob leve
agitacdo em tampé&o de equilibrio (uréia 6M, glicerol 30%, SDS 2%, Tris 0,375 M pH
8,8, 0,0008% azul de bromofenol) primeiramente contendo DTT 1% (1,4-ditiotreitol) o
mesmo foi desprezado e o procedimento repetido com iodoacetamida 4% em um
volume final de 5 mL por tira. As tiras foram submetidas a SDS-PAGE (LAEMMLI,
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1970) utilizando o sistema “Protean XL II System” (BioRaD). Os géis foram
preparados em uma concentracdo final de acrilamida de 12%. Ao fim da migragéo,
foram corados com Coomassie Brillant Blue G-250 por 16h e descorados com agua
destilada ou submetidos a transferéncia das proteinas para membrana de PVDF para

posterior técnica de western blotting.

3.13 Western Blotting de gel bidimensional de extrato protéico total de C.

neoformans var. grubii HC6

Ap6s o término da migracdo da segunda dimensdo, o gel de poliacrilamida foi
colocado em contato direto com uma membrana de PVDF de mesmo tamanho, sendo
ambos envolvidos por papéis-filtro. Previamente a membrana foi tratada com metanol
100% por 30 segundos e em seguida permaneceu umedecida em tampdo de
transferéncia. Este “sanduiche” foi submetido, em tampdo de transferéncia, a uma
voltagem de 30 V por 16h. Apds a transferéncia das proteinas, a membrana foi
submetida a coloracdo com vermelho de Ponceau (1:200) e descorada com PBS-T e
bloqueada por 3 h com solugdo blotto 5%. A membrana foi incubada com anticorpo
primario (pool de soros de pacientes com criptococose que apresentaram alto titulo no
teste de ELISA) por 16h a 4 °C com agitacdo constante, diluicdo de 1:10 em um volume
final de 30 mL em blotto 5%. A membrana foi posteriormente lavada 3x por 10 min
com PBS-T e incubada por 3 h com o anticorpo secundario anti-lgG humano conjugado
com fosfatase alcalina (ZyMax™Grade) diluido (1:2000) em blotto 5% (volume final de
50 mL), seguida de 3 lavagens de 10 min cada, com PBS-T, 1 lavagem de 10 min com
PBS e 1 lavagem com tampéo de revelacdo da fosfatase alcalina (NaCl 100mM, MgCl,
5mM, Tris 100mM pH 9,5) por 15 min. A revelacdo foi realizada com a adi¢do da
solucéo de revelagéo (BCIP 0,33%, NBT 0,66% em tampé&o de revelagdo da fosfatase

alcalina). Em seguida foi utilizada a solucdo de parada (EDTA 2 mM em PBS).

3.14 Imunizacéo de camundongos com extrato protéico total de C. neoformans var.
grubii HC6

Foram imunizados 5 camundongos fémeas BALB/c com seis semanas de idade e

com peso aproximado de 20g. A primeira imunizacdo foi realizada com 20 pg de
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extrato total protéico de C. neoformans var. grubii HC6 e adjuvante completo de Freund
(Sigma) e PBS em um volume final de 100 uL/animal/dose. Foram injetadas mais duas
doses, com 20 g de extrato total protéico de C. neoformans var. grubii HC6 e 2 doses
de reforco com 50 pg do extrato protéico total e adjuvante incompleto de Freund
(Sigma). Os intervalos entre as imunizacGes foram de 14 dias. Para acompanhamento
das imunizacg0es, foram realizadas as sangrias da veia caudal dos camundongos sete dias
apos a 3 e 5% dose. Os soros foram avaliados por ELISA indireto, contra o extrato
protéico total de C. neoformans var. grubii.

A sangria final dos camundongos se deu por puncéo cardiaca. Os animais foram
anestesiados com 10% de xilazina e 10% de quetamina em solugdo fisiol6gica 0,9 %.
Foram administrados, via intraperitoneal, 100 uL de anestésico para cada 10 g de

animal.

3.15 Preparacdo de amostras de proteinas resolvidas por eletroforese

bidimensional para identificacdo por espectometria de massa

Para a identificacdo de proteinas antigénicas, os spots correspondentes aos
fragmentos protéicos vizualizados na técnica de western blotting foram recortados do
gel que foi migrado juntamente com o gel que foi transferido.

Apos recortados, os spots foram transferidos para microtubos. Adicionou-se 400
uL da seguinte solugéo: acetonitrila 50% e de bicarbonato de aménio 25 mM, pH 8,0,
permanecendo em contato por 15 min. O excesso foi retirado e repetiu-se mais 2 vezes o
mesmo procedimento. Em seguida acrescentou-se 30 pL de acetonitrila 100% por 5
min. Os spots foram secados por aproximadamente 30 min no Centrivap (Centrivap
Concentrator - LABCONCO).

Os géis foram reidratados com 15 pL da solucéo de bicarbonato de aménio 5 mM,
pH 8,0 e 10 ug/mL de tripsina (Trypsin Gold, Mass Spectrometry Grade, Promega) e
incubados a 37°C por 16h.

Para a extracdo dos peptideos, foram adicionados 35 pL da solucdo de acetonitrila
50% e &cido trifluoracético 5% (TFA) e incubados por 40 min. A solucéo foi transferida
para outro microtubo previamente tratado com metanol e agua Milli-Q. Este passo foi

repetido mais uma vez.
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O produto obtido da extracdo dos peptideos foi seco em Centrivap e ressuspendido
em 10 uL de TFA 0,1% para posterior purificacdo. As amostras processadas foram
purificadas utilizando uma coluna de cromatografia de fase reversa (Zip Tip Cig -
MILLIPORE) com o objetivo de concentrar e purificar os peptideos para posterior
analise por MS.

A coluna foi equilibrada com 10 pL de acetonitrila 100% e 10 uL de TFA 0,1%
em agua Milli-Q. Esta solucdo foi passada pela coluna duas vezes.

A ligacdo dos peptideos na coluna se deu pela passagem (aspiracao/desprezo) das
amostras aproximadamente 10 vezes. Apds a lavagem com o mesmo tampdo de
equilibrio para a liberagdo dos peptideos ndo retidos foi feita a eluicdo com TFA 0,1%

em acetonitrila 50%.

3.16 Espectrometria de massas

Para andlise por MALDI-TOF MS foram utilizadas as amostras tripsinizadas e
purificadas em ZipTip Ci. Um microlitro das amostras foi aplicado sobre a placa do
espectrometro (MALDI micro MX™), Esperou-Se 0 tempo necessario para a secagem e
em seguida foi aplicado mais 1 uL de matriz (acido alfa-cianico) sobre a amostra. Para a
secagem total da matriz, as placas foram deixadas por 16h a temperatura ambiente. No
dia seguinte as amostras foram analisadas por espectrometria de massas. As amostras
receberam um pulso que variou entre 130 e 150 Hz. Os dados de PMF obtidos dos spots
foram analisados comparativamente com o banco de dados do Broad Institute
(www.broad.mit.edu/annotation/fungi/cryptococcus_neoformans/) utilizando as

anotacgdes do genoma de C. neoformans var. grubii (sorotipo A).


http://www.broad.mit.edu/annotation/fungi/cryptococcus_neoformans/
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Cultivo das leveduras e quantificacdo protéica

Foram realizados trés cultivos independentes de C. neoformans var. grubii HC6
apresentando em media uma ODggo de 1,617, correspondente a aproximadamente 5,5 x
10" células/mL, resultando em um rendimento protéico médio de 1,55 mg/mL.

A técnica de Bradford foi utilizada para a quantificacdo de proteinas totais das
amostras devido a esta ser rapida, apresentar uma estabilidade de 2 min a 1 h e uma
sensibilidade quatro vezes maior do que a técnica de Lowry (BRADFORD, 1976). Os
resultados obtidos na técnica de Bradford corroboraram com os resultados visualizados
em SDS-PAGE (Figura 4).

O método de Bradford estd baseado na interacdo entre o corante BG-250 e
proteinas que contém aminoacidos de cadeias laterais basicas ou aromaticas, as
interacdes ocorrem principalmente com Arg, His, Lys, Trp, Tyr e Phe (COMPOTON &
JONES, 1985). No pH da reacdo, a interacdo entre a proteina de alto peso molecular e o
corante BG-250 provoca o deslocamento do equilibrio do corante para a forma anionica,

que absorve fortemente em 595 nm (ZAIA et al., 1998).

4.2 Andlise do antigeno protéico total

Apbs a producdo dos antigenos, estes foram analisados por SDS-PAGE. Esta
analise permitiu a visualizacdo do perfil protéico de C. neoformans HC6 (Figura 4).
Analisando 75 upg de proteina total, foram evidenciadas mais de 45 bandas,
correspondendo a polipeptideos com massas moleculares entre 10 a 220 kDa. No
trabalho de Chai & Tay (2009), tambem utilizando um extrato protéico total de C.
neoformans var. grubii, foram evidenciados aproximadamente 34 polipeptideos, com
massas entre 26,5-130 kDa. A diferenca no nimero de bandas observada entre 0 nosso
extrato e o extrato do trabalho relatado pode ser devido as linhagens, quantidade de
extrato aplicado no gel (utilizamos em nosso trabalho 75 pg enquanto Chai & Tay
(2009) utilizaram 50 pg) e/ou também a diferencas na obtencdo dos extratos (no

trabalho os autores lisaram as células com o auxilio de pérolas de vidro).
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Figura 4: SDS PAGE 12% para verificacdo do perfil protéico de Cryptococcus
neoformans var. grubii (HC6). Foram migrados 3uL de marcador de massa molecular
BenchMark™Protein Ladder (M.M) e 75 ug de extrato protéico total de C. neoformans
HC6 (HC6). O gel foi corado por 16h com Coomassie Brillant Blue G e descorado com
agua destilada.

4.3 Organizagdo de um banco de soros de pacientes com criptococcose ou com

outras enfermidades de potencial reatividade cruzada

Foram obtidas 40 amostras de soros de pacientes com criptococose (Tabela 1), 9
amostras de soros de pacientes com paracoccidioidomicose (Tabela 2), 8 amostras de
soros de pacientes com aspergilose (Tabela 3), 10 amostras de soros de pacientes com
histoplasmose (Tabela 4) e 15 amostras de soros de pacientes com candidose (Tabela 5).
Estes soros eram amostras excedentes. Por esse motivo néo se fez necessario o termo de
consentimento livre e esclarecido dos mesmos.

As amostras de soro de pessoas higidas, utilizadas como controle negativo para
cryptococose, foram coletadas de voluntarios (estudantes e funcionarios) do Centro de
Biotecnologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (Tabela 6) e voluntarios
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(funcionarios) de um hospital de Porto Alegre (Tabela 7), os quais concordaram
participar da pesquisa.

O diagnostico padrdo utilizado pelo laboratério de micologia da Santa Casa de
Misericérdia de Porto Alegre para histoplasmose e paracoccidiodomicose é
imunodifusdo dupla (ID). O diagnostico da histoplasmose € qualitativo, sendo, portanto
reconhecido como positivo ou negativo. Exames histologicos também auxiliam no
diagnéstico da hitoplasmose (SEVERO et al., 2001).

A aspergilose inclui as doencas, aspergilose broncopulmonar alérgica (ABPA),
colonizacdo intracavitaria pulmonar aspergilar (CIPA), bola fungica, “aspergiloma”,
aspergilose invasiva (Al). Em 70% dos pacientes com ABPA e Al, a ID € positiva,
porém apresentam reacOes fracas (dado obtido do laboratério de micologia da Santa
Casa). No laboratério € verificado 1D fortemente marcada em pacientes com CIPA, a
qual persiste e com altos niveis de anticorpos. Paciente com aspergilose invasiva
raramente contém niveis altos de precipitinas, apresentando reacfes fracas. Quando o
laboratério de micologia suspeita desta condicdo faz-se ELISA, radioimunoensaio e
teste de antigenemia, os quais auxiliam nestes casos.

Testes ID positivos para Candida spp. ou Aspergillus spp. simplesmente indicam
que o paciente foi exposto aos respectivos fungos e como resposta apresentou a
producdo de anticorpos. Para estas duas infecgdes, a positividade destes resultados deve
ser interpretada juntamente com a clinica e com os dados laboratoriais (WHEAT, 2006).

Na paracoccidioidomicose, no teste de ID positivo é possivel verificar a formacéo
de uma linha de precipitacdo. A sensibilidade do método é de 98% quando realizado
com proteina nativa purificada, utilizando isoformas da proteina gp43r recombinantes a
sensibilidade pode variar de 98 a 100%. E considerado positivo todo soro suspeito que
dé uma linha de precipitacdo com identidade total a linha de precipitacdo do controle
(CARVALHO et al., 2008).

Para a criptococose, utiliza-se a aglutinacdo em latex, o qual € um método
qualitativo e semiquantitativo (titulacdo). O mesmo apresenta alta sensibilidade para
liquido cefalorraquidiano (LCR), porém para outras amostras, como, soro, urina e
demais secrecOes, pode apresentar falso positivo. Os antigenos polissacarideos de C.
neoformans estdo freqlentemente presentes no soro de pacientes com criptococose
pulmonar e normalmente presentes no LCR de pacientes com envolvimento do sistema

nervoso central (WHEAT, 2006). Resultados falsos positivos podem ser observados em
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pacientes infectados por outros microrganismos como C. albicans, C. tropicalis,
Trichosporon spp. e Geotrichum spp. (SAHA et al., 2008).

Em pacientes com meningite criptococdcica o teste do latex para C. neoformans
pode ser positivo em até 99% dos LCRs. O cutoff de deteccdo do polissacarideo
capsular do C. neoformans é de aproximadamente 5ng/ml ou mais. A deteccdo deste
antigeno era algumas vezes dificultada pela presenca de fator reumatdide e por
anticorpos circulantes ligados ao polissacarideo em complexos imunes 0s quais
dificultavam a reatividade do teste. Com a inclusdo da pronase, a qual apresenta a
propriedade de retirar anticorpos em complexos imunes (ndo afetando o antigeno) e
também apresenta a capacidade de destruicdo do fator reumatdide, auxiliou o aumento
da sensibilidade do teste, permitindo que os antigenos capsulares antes mascarados,
agora sejam expostos e detectados pelo teste.

O teste de latex estd baseado no principio de que particulas de latex,
sensibilizadas com altos titulos de globulina purificada na presenca de
antigenos  polissacarideos  criptococicos, irdo  aglutinar com  amostras
contendo antigenos capsulares criptococicos. Para a detec¢do de antigenos em LCR de
pacientes com meningite criptocdcica, o latex é eficiente, porém pode-se considerar que
0 soro destes pacientes, também pode ndo conter niveis detectaveis dos antigenos
(BICANIC & HARRISON, 2005; WHEAT, 2006). As amostras que apresentam
aglutinacdo em diluicbes maiores que 1:64 sdo consideradas positivas para criptococose
no kit YA Crypto Antibody Test.
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Tabela 1: Soro de pacientes acometidos por criptococose. Na tabela sdo
apresentados os seguintes dados: identificacdo alfanumérica das amostras em nosso
banco de dados, registro do local de origem, identificacdo da origem das amostras,

iniciais, cor, idade e sexo dos pacientes.

AMOSTRA REG. ORIGEM INICIAIS COR IDADE SEXO
LOCAL (anos)
PC1 843-2 LACEN JAC P 38 M
PC2 1092 LACEN JR.B.S ** 38 M
PC3 1121 LACEN C.AP.S fola 39 M
PC4 905-2 LACEN J.B B 35 M
PC5 890-2 LACEN P.SS.A B 32 M
PC6 1095-2 LACEN AA fale 36 M
PC7 ** HPS LCR *% *%k M
PC8 116 SANTA CASA A P 23 M
PC9 118 SANTA CASA JAL Hok *k M
PC10 129 SANTA CASA R B 24 B
PC11 139 SANTA CASA D.M *k o8 s
PC12 140 SANTA CASA M. *ok ok E
PC13 151 SANTA CASA |D P 27 F
PC14 160 SANTA CASA AM Fok 28 M
PC15 169 SANTA CASA JAE Fok ok M
PC16 172 SANTA CASA A.H Fok ok M
PC17 174 SANTA CASA N.L B 52 M
PC18 175 SANTA CASA M.S *x 56 E
PC19 176 SANTA CASA \% B 27 F
PC20 182 SANTA CASA PR Hok *k M
PC21 183 SANTA CASA R.C B 23 F
pPC22 184 SANTA CASA AM *k ok M
PC23 190 SANTA CASA J.A B 40 M
PC24 191 SANTA CASA L.A B 18 M
PC25 198 SANTA CASA J.C 33 M
PC26 200 SANTA CASA G.S B 30 M
PC27 206 SANTA CASA M.1 B 48 F
PC28 214 SANTA CASA 1.C ok 55 M
PC29 216 SANTA CASA C. *k 27 M
PC30 220 SANTA CASA R.R B 24 F
PC31 221 SANTA CASA S.M = o8 E
PC32 226 SANTA CASA R = 29 M
PC33 233 SANTA CASA JN Hok - M
PC34 301 SANTA CASA P.G B 19 F
PC35 82 SANTA CASA Hox Hox Hok .
PC36 69 SANTA CASA Hox Hox — ok
PC37 CN776 SANTA CASA ok Hok 33 M
PC38 CN825 SANTA CASA ok Hok 24 E
PC39 CN824 SANTA CASA ok Hok Hok M
PC40 CNB813 SANTA CASA ok Hok 80 M

** Dados nao disponibilizados.
B: cor da pele branca, P: cor da pele negra, F: Feminino, M: Masculino
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Tabela 2: Soros de pacientes com paracocidioidomicose. Na tabela sao
apresentados os seguintes dados: identificacdo alfanumérica das amostras em nosso
banco de dados, registro do local de origem, identificacdo da origem das amostras,

iniciais, cor, idade e sexo dos pacientes.

AMOSTRA REG.LOCAL ORIGEM INICIAIS COR IDADE SEXO

(anos)
M1 328 SANTA CASA SR.K B 44 F
M2 499 SANTA CASA JEK B 30 M
M3 498 SANTA CASA E.S fall 57 M
M4 501 SANTA CASA M. M B 34 M
M5 514 SANTA CASA N. M ok ok M
M6 516 SANTA CASA S.S fol 50 F
M7 524 SANTA CASA OA foll 63 M
M8 527 SANTA CASA L.A B 72 M
M9 526 SANTA CASA L. M B 61 M

** Dados ndo disponibilizados.
B: cor da pele branca, P: cor da pele negra, F: Feminino, M: Masculino

Tabela 3: Soros de pacientes com aspergilose. Na tabela séo apresentados os
seguintes dados: identificacdo alfanumérica das amostras em nosso banco de dados,
registro do local de origem, identificacdo da origem das amostras, iniciais, cor, idade e

sexo dos pacientes.

AMOSTRA REG. ORIGEM INICIAIS COR IDADE SEXO
LOCAL (anos)
Al 473 SANTA CASA J.S 64 M
A2 491 SANTA CASA S.M.R faled 30 F
A3 508 SANTA CASA JJAC.O 55 M
A4 514 SANTA CASA E.AS kel 64 F
Ab 519 SANTA CASA LERF B 10 meses F
A6 522 SANTA CASA G.S.S P 34 M
A7 527 SANTA CASA AB B 63 M
A8 533 SANTA CASA J.I.C P 33 M

** Dados nao disponibilizados.
B: cor da pele branca, P: cor da pele negra, F:Feminino, M: Masculino
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Tabela 4: Soro de pacientes com histoplasmose. Na tabela sdo apresentados os

seguintes dados: identificacdo alfanumérica das amostras em nosso banco de dados,

registro do local de origem, identificacdo da origem das amostras, iniciais, cor, idade e

sexo dos pacientes.

AMOSTRA REG. ORIGEM INICIAIS COR IDADE SEXO
LOCAL (anos)
H1 078 SANTA CASA AB. B 35 F
H2 091 SANTA CASA C.AB B 34 M
H3 061 SANTA CASA E.L B 15 M
H4 071 SANTACASA  P.R.S.V B 23 M
H5 098 SANTACASA  D.A.E.M B 25 M
H6 101 SANTA CASA LW B 63 M
H7 104 SANTACASA M. AM.B P 29 M
H8 109 SANTA CASA ARP B 15 F
H9 116 SANTA CASA TAB B 57 M
H10 118 SANTA CASA JF.S A B 31 F

B: cor da pele branca, P: cor da pele preta, F:Feminino, M: Masculino

Tabela 5: Soro de pacientes com candidose. Na tabela sédo apresentados os

seguintes dados: identificacdo alfanumérica das amostras em nosso banco de dados,

registro do local de origem, identificacdo da origem das amostras e idade dos pacientes.

AMOSTRA REG. LOCAL ORIGEM IDADE

(anos)
C1 10283703 HOSPITAL DE CLINICAS 0
(o7 7925670 HOSPITAL DE CLINICAS 43
C3 10283505 HOSPITAL DE CLINICAS 65
C4 10241972 HOSPITAL DE CLINICAS 59
C5 bl HOSPITAL DE CLINICAS ok
C6 8252736 HOSPITAL DE CLINICAS 37
C7 10305688 HOSPITAL DE CLINICAS 66
c8 4529459 HOSPITAL DE CLINICAS 37
C12 10333094 HOSPITAL DE CLINICAS 16

C13 10257996 HOSPITAL DE CLINICAS 7 meses
Cl4 10340099 HOSPITAL DE CLINICAS 31
C20 10333094 HOSPITAL DE CLINICAS *%
C23 10528412 HOSPITAL DE CLINICAS *%
C24 10541811 HOSPITAL DE CLINICAS *%
C25 3619830 HOSPITAL DE CLINICAS **

**Dados nédo disponibilizados.
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Tabela 6: Soros de voluntarios (alunos e funcionarios) do Centro de

Biotecnologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Na tabela sdo

apresentados os seguintes dados: identificagdo alfanumérica das amostras em nosso

banco de dados, local de trabalho, cidade de origem, cor, idade e sexo dos voluntarios.

AMOSTRA LOCAL CIDADE DE ORIGEM COR IDADE SEXO
L1 CBIOT S. Miguel do Oeste - SC B 24 F
L2 CBIOT Jundiai - SP B 31 F
L3 CBIOT Girua - RS B 26 F
L4 CBIOT Passo Fundo - RS B 23 F
L5 CBIOT Porto Alegre - RS B 25 M
L6 CBIOT Concérdia - SC B 27 F
L7 CBIOT Canoas -RS B 18 M
L8 CBIOT Rio Grande - RS B 28 M
L9 CBIOT Santa Maria -RS B 28 F
L10 CBIOT Curitiba - PR B 24 F
L11 CBIOT Canela -RS B 25 M
L12 CBIOT Muruarama - PR B 22 F
L13 CBIOT Porto Alegre - RS B 25 F
L14 CBIOT S. Miguel do Oeste - SC B 27 M
L15 CBIOT Triunfo - RS B 47 M
L16 CBIOT Prto Alegre B 20 F
L17 CBIOT Santa Maria -RS B 44 M
L18 CBIOT Porto Alegre - RS B 30 F
L19 CBIOT Porto Alegre - RS B 26 M
L20 CBIOT Porto Alegre - RS B 27 M
L21 CBIOT Bento Gongalves - RS B 28 F
L22 CBIOT Caxias do Sul - RS B 19 F
L23 CBIOT Parana B 28 F
L24 CBIOT Santa Cruz - RS B 25 M
L25 CBIOT Porto Alegre - RS B 25 M
L26 CBIOT Porto Alegre - RS B 18 F
L27 CBIOT Porto Alegre - RS B 26 M
L28 CBIOT Igrejinha - RS B 28 F
L29 CBIOT Cachoeira do Sul -RS B 24 F
L30 CBIOT Palmeira das Miss@es -RS B 21 F
L31 CBIOT Viamdo -RS B 20 F
L32 CBIOT Santa Maria -RS B 25 M
L33 CBIOT Porto Alegre - RS B 40 F
L34 CBIOT Porto Alegre - RS B 27 F
L35 CBIOT Canoas -RS B 33 F

B: cor da pele branca, F: Feminino, M: Masculino



42

Tabela 7: Soros de funcionarios de um hospital de Porto Alegre. Na tabela séo

apresentados os seguintes dados: identificagdo alfanumérica das amostras em nosso

banco de dados, local de trabalho dentro do hospital, se tem contato com pombos,

iniciais, idade e sexo dos voluntarios.

AMOSTRA LOCAL NO CONTATO COM INICIAIS IDADE SEXO
HOSPITAL POMBOS
F1 TOMOGRAFIA Sim JAC 50 M
F2 BANCO DE SANGUE +/- M.S.C 55 F
F3 BANCO DE SANGUE +/- M.L.R. S 56 F
F4 UTI PEDIATRICA nao AS. A 32 F
F5 UTI PEDIATRICA *%x M.C.B 48 F
F6 UTI PDIATRICA *x S.L.S 39 M
F7 RX Sim AP 61 F
F8 RX Sim M.C 42 F
F9 RX Sim C.A.S 48 M
F10 RX Sim G.M.S 36 F
F11 RX Sim TP 29 M
F12 TRAUMATOLOGIA Nao M..S.G 51 F
F13 TRAUMATOLOGIA Sim V.R. M 55 F
Fl14 *%x Sim A LR 47 F
F15 TRAUMATOLOGIA Sim R.S 38 F
F16 TRAUMATOLOGIA Sim R.C 45 F
F17 TRAUMATOLOGIA Sim C.M 52 F
F18 TRAUMATOLOGIA Sim V.P 34 F
Flg ** ** ** ** **
F20 TRAUMATOLOGIA Sim D.A.P 43 F
F21 LABORATORIO Sim N.M.I.P 48 F
F22 LABORATORIO Sim T.C 31 F
F23 LABORATORIO Sim E.M 56 F
F24 *% Sim .M 46 F
F25 u.c.c Sim C.R.C.L 45 F
F26 ol Sim S.P.R 41 F
F27 u.c.c Sim B.C.D.M.C 37 F
F28 ** ** ** ** **
F29 UTI-TR Sim I.P 42 F
F30 ol Sim E.M.S 52 M
F31 UTI-TR Sim L.S 52 F
F32 UTI-TR Sim M. O.R 50 F
F33 UTI-TR Sim V.R.B.S 53 F
F34 UTI-TR Sim E.F.D 53 F
F35 UTI-TR Sim C.P.S 51 F
F36 UTI-TR Sim V.F 36 M
F37 UTI-TR Sim P.V.R 38 M
F38 UTI-TR Sim JLRO 53 M
F39 UTI-TR Sim C.C 43 F
F40 ENFERMARIA 8 Sim G.D 50 F
F41 ENFERMARIA 8 Sim F.L.C.A 44 M
F42 **k ** ** ** **
F43 *%* *%* ** *%* *%*
Fa44 RX Sim PR .F 38 M
F45 u.c.c Sim D.P.S. 43 F
F46 *% Sim JC.RT 51 M
F47 u.c.c Sim AC.L.I 51 F

** Dados ndo disponibilizados. F: Feminino, M: Masculino
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4.4 Confirmacao da espécie de C. neoformans HC6 por PCR espécie-especifico

Apbs o indculo de C. neoformans HC6 em meio liquido Sabouraud, as colonias
restantes na placa de Petri foram utilizadas para extracdo de DNA gendmico, seguido de
PCR espécie-especifico. Essa técnica foi utilizada como um controle do cultivo, dessa
forma permitindo inferir que o fungo que estava em crescimento em meio Sabouraud
liquido era realmente C. neoformans. Como esperado, observou-se um amplicom de 695
pb (Figura 5).

1500 pb

1000 pb

600 pb

500 pb 695 pb

300 pb

M.M HCG6 C+ C-

Figura 5: PCR espécie-especifico de Cryptococcus neofomans var. grubii (HC6).
Apos a extracdo de DNA gendémico de C. neoformans HC6, foi realizada o PCR
especie-especifico, o qual foi utilizado como controle de qualidade na producdo de
extrato protéico total. Utilizou-se a técnica de multiplex, a qual utiliza dois pares de
primers que permite a diferenciacdo entre C. neoformans (695 pb) C. gattii (448 pb).
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4.5 Padronizacdo do ELISA indireto para detecgdo de anticorpos séricos contra C.

neoformans

Para padronizacdo de ELISA para deteccdo de anticorpos séricos contra C.
neoformans, foi utilizado como antigeno o extrato protéico total de C. neoformans HC6.
O ELISA detecta anticorpos especificos com alto grau de sensibilidade e especificidade,
sendo de execucdo relativamente facil e rapida (SANTURIO et al., 2006). Um dos
pontos criticos para o sucesso de um ELISA indireto esta na preparacdo do antigeno
(PAREDES et al., 1999). Para encontrar as concentracdes ideais extrato total e a
diluicdo do soro, foram realizados diversos testes com diferentes concentragdes de
extrato protéico total e diferentes diluicdes dos soros. As concentracfes dos antigenos
testadas foram de 100 ng, 250 ng e 500 ng (Figura 6). Ja as diluicdes para 0s soros
testados foram de 1:1000, 1:2000 e 1:4000 (Figura 7).

Apos a realizagdo do experimento anterior, concluiu-se que a concentracdo ideal de
extrato protéico total para o experimento de ELISA era de 500 ng/poco e a diluigcdo do
soro 1:1000. Posteriormente a esta padronizacdo, as amostras de soro foram
armazenadas em glicerol 1:1 (v/v).

O desenvolvimento de técnicas para a deteccdo de anticorpos em pacientes
infectados por micoses tradicionalmente tem utilizado como antigenos o extrato total
das células fangicas, os quais sdo compostos por um grande nimero de antigenos
(ELGUEZABAL et al., 2005). O extrato total de forma geral é de facil obtencdo, mas a
desvantagem do seu uso é o aumento da reatividade cruzada verificada entre os

pacientes infectados com diferentes fungos e bactérias.
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Figura 6: Teste para padronizacdo da concentracdo de antigenos de extrato total
de HCG6 para o experimento de ELISA. Foram testadas trés diferentes concentragoes
de extrato total de HC6, sendo as concentracdes de 100 ng/poco, 250 ng/pocgo e 500
ng/pogo. A diluicdo do pool dos soros de pacientes com criptococose (pool de soros
positivos) bem como o pool de soro de individuos higidos (pool de soros negativos) foi
de 1:300. A diluicdo do anticorpo secundario anti-lgG humano marcado com peroxidase
foi de 1:2000. Foram utilizadas 10 amostras (10 positivas para a criptotocose e 10
negativas para criptococose) para cada pool.

0.74
0.64
0.54
0.4+
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0.2+ Pool de soros negativos

Pool de soros positivos

OD -492 nm

0.14
0.0
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Figura 7: Teste para padronizagdo da diluicdo das amostras de soros de pacientes
para o0 experimento de ELISA. Foram testadas trés diferentes diluigdes, 1:1000,
1:2000 e 1:4000 do pool dos soros de pacientes com criptococose (pool de soros
positivos) bem como o pool de soro de individuos higidos (pool de soros negativos). A
concentracdo de antigeno de C. neoformans HC6 por poco foi de 500 ng. A diluicdo do
anticorpo secundario anti-lgG humano marcado com peroxidase foi de 1:2000. Foram
utilizadas 10 amostras (10 positivas para a criptotocose e 10 negativas para
criptococose) para cada pool.
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4.6 Teste de ELISA

Utilizando os parametros de concentracdo de antigeno e de diluicdo dos soros
definidos com base nos experimentos de padronizacdo descritos na secdo 4.5, foram
entdo testados soros de pacientes com criptococose, aspergilose, paracoccidioidomicose,
histoplasmose, candidose e de individuos higidos, separadamente. As amostras foram
testadas em triplicata, em dois experimentos independentes realizados em dias distintos.
Da Figura 8 a Figura 14 pode ser analisados os histogramas com a média obtida na OD
de 492 nm de cada soro e seu desvio padrdo (considerando valores maximos e

minimos).
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Figura 8: Media de ODyg, por ELISA, observada em cada uma das 40 amostras de
soro de pacientes com criptococose. As amostras foram testadas em triplicatas e em
dois experimentos distindos. Estdo identificadas conforme nomenclatura alfa-nimerica
recebida no laboratorio (maiores detalhes de cada amostra podem ser obtidos nas tabelas
anteriores). E apresentado a média obtida de cada amostra, bem como o seu desvio
padrdo com maximo e minimo. As placas foram sensibilizadas com 500 ng de extrato
protéico total de C. neoformans var. grubbii HC6, a diluicdo do soro foi 1:1000 e a
diluicdo do anticorpo secundario marcado com peroxidase foi de 1:2000. PBS foi
utilizado como controle negativo.
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Figura 9: Media de ODyg, por ELISA, observada em cada uma das 10 amostras de
soro de pacientes com histoplasmose. As amostras foram testadas em triplicatas e em
dois experimentos distindos. Estdo identificadas conforme nomenclatura alfa-nimerica
recebida no laboratorio (maiores detalhes de cada amostra podem ser obtidos nas tabelas
anteriores). E apresentado a média obtida de cada amostra, bem como o seu desvio
padrdo com méaximo e minimo. As placas foram sensibilizadas com 500 ng de extrato
protéico total de C. neoformans var. grubbii HC6, a diluicdo do soro foi 1:1000 e a
diluicdo do anticorpo secundario marcado com peroxidase foi de 1:2000. PBS foi
utilizado como controle negativo.
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Figura 10: Média de OD,g, por ELISA, observada em cada uma das 7 amostras de
soro de pacientes com aspergilose. As amostras foram testadas em triplicatas e em
dois experimentos distindos. Estdo identificadas conforme nomenclatura alfa-nimerica
recebida no laboratorio (maiores detalhes de cada amostra podem ser obtidos nas tabelas
anteriores). E apresentado a média obtida de cada amostra, bem como o seu desvio
padrdo com méaximo e minimo. As placas foram sensibilizadas com 500 ng de extrato
protéico total de C. neoformans var. grubbii HC6, a diluicdo do soro foi 1:1000 e a
diluicdo do anticorpo secundario marcado com peroxidase foi de 1:2000. PBS foi
utilizado como controle negativo.
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Figura 11: Média de OD4g, por ELISA, observada em cada uma das 15 amostras
de soro de pacientes com candidose. As amostras foram testadas em triplicatas e em
dois experimentos distindos. Estdo identificadas conforme nomenclatura alfa-nimerica
recebida no laboratdrio (maiores detalhes de cada amostra podem ser obtidos nas tabelas
anteriores). E apresentado a média obtida de cada amostra, bem como o seu desvio
padrdo com maximo e minimo. As placas foram sensibilizadas com 500 ng de extrato
protéico total de C. neoformans var. grubbii HC6, a diluicdo do soro foi 1:1000 e a
diluicdo do anticorpo secundario marcado com peroxidase foi de 1:2000. PBS foi
utilizado como controle negativo.
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Figura 12: Média de ODyg, por ELISA, observada em cada uma das 9 amostras de
soro de pacientes com paracoccidiodomicose. As amostras foram testadas em
triplicatas e em dois experimentos distindos. Estdo identificadas conforme nomenclatura
alfa-numerica recebida no laboratorio (maiores detalhes de cada amostra podem ser
obtidos nas tabelas anteriores). E apresentado a média obtida de cada amostra, bem
como 0 seu desvio padrdo com maximo e minimo. As placas foram sensibilizadas com
500 ng de extrato protéico total de C. neoformans var. grubbii HC6, a diluicdo do soro
foi 1:1000 e a diluicdo do anticorpo secundario marcado com peroxidase foi de 1:2000.
PBS foi utilizado como controle negativo.
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Figura 13: Média de OD4g, por ELISA, observada em cada uma das 35 amostras
de soro de individuos higidos (UFRGS). As amostras foram testadas em triplicatas e
em dois experimentos distindos. Estdo identificadas conforme nomenclatura alfa-
namerica recebida no laboratério (maiores detalhes de cada amostra podem ser obtidos
nas tabelas anteriores). E apresentado a média obtida de cada amostra, bem como o seu
desvio padrdo com maximo e minimo. As placas foram sensibilizadas com 500 ng de
extrato protéico total de C. neoformans var. grubbii HC6, a dilui¢do do soro foi 1:1000
e a diluicdo do anticorpo secundario marcado com peroxidase foi de 1:2000. PBS foi
utilizado como controle negativo.
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Figura 14: Média de ODgy, por ELISA, observada em cada amostra de soro de
individuos higidos, funcionarios de um hospital de Porto Alegre. As amostras estao
apresentadas conforme nomenclatura alfa-nimerica recebida no laboratorio (maiores
detalhes de cada amostra podem ser obtidos nas tabelas anteriores). E apresentado a
média obtida de cada amostra, bem como o seu desvio padrdo com maximo e minimo.
As placas foram sensibilizadas com 500 ng de extrato protéico total de C. neoformans
var. grubbii HC6, a diluicdo do soro foi 1:1000 e a diluicdo do anticorpo secundario
marcado com peroxidase foi de 1:2000. PBS foi utilizado como controle negativo.
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Apds o experimento de ELISA, as médias de cada soro foram plotadas no
programa SPSS 10.0 para andlise e obtencdo da curva ROC (receiver operator
characteristc curve)(ALMEIDA-PAES et al., 2007). A curva ROC é a melhor maneira
de estabelecer o cut-off, otimizando a sensibilidade e especificidade do teste
diagnostico. Para isso, deve-se utilizar a média das amostras para determinar a
sensibilidade e especificidade em cada ponto. Entdo, € gerado um grafico de
sensibilidade em fungdo da propor¢do dos resultados falso-positivos. O teste ideal é
aquele que alcanca a extremidade mais superior e a esquerda do grafico. Quanto melhor
o teste, mais perto estara a linha do canto superior do grafico, dessa forma gerando uma
area sob a curva. Por esse motivo, quanto maior o valor de area sob a curva, melhor foi
0 teste, ou seja, maior sensibilidade e especificidade do experimento. O programa
fornecera um valor de sensibilidade e especificidade de cada amostra. Assim, utiliza-se
a seguinte férmula: Sensibilidade + (1- Especificidade). O valor encontrado serd a soma
das duas varidveis. Como Cut-Off escolhe-se o maior valor, pois esse foi o ponto o qual
apresentou maior sensibilidade e especificidade. O cut-off encontrado para o
experimento foi de 0,175 e a area sob a curva foi de 0,72 (Figura 15).

A determinacdo do cut-off pode ser feita a partir de uma formula simplificada. As
amostras sabidamente negativas podem ser utilizadas para a obtencéo desse dado. Deve-
se obter a média das amostras negativas, em seguida o desvio padrdo. Devera ser
acrescido na média 1, 2 ou ainda 3 desvios padrdes para a determinacdo do cut-off .
Porém esta formula leva a perda de sensibilidade ou especificidade, assim ndo sendo

utilizada neste trabalho.
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Figura 15: Curva ROC determinada por SPSS 10.0. A linha em vermelho delimita a
area sobre a curva, ou seja, quanto maior essa area, maior sensibilidade e especificidade
do experimento. No eixo x observa-se os valores referentes a especificidade e 0 eixo y
apresenta os valores relacionados a sensibilidade do teste. Este grafico nos remete para a
seguinte interpretacdo: quanto mais deslocada a linha vermelha para o eixo y, maior foi
a sensibilidade e especificidade do teste.

Neste trabalho foram testadas 40 amostras de pacientes com criptococose.
Observou-se que 32,5% das amostras apresentaram resultados falsos negativos. Dos 82
soros utilizados como controle negativo, 35 amostras de voluntarios do centro de
Biotecnologia e 47 amostras de voluntarios de um hospital de Porto Alegre, 26,82%
apresentaram resultados positivos (Figura 16). Para verificar a reatividade cruzada com
outras micoses, foram testadas 10 amostras de soros de pacientes com histoplasmose
(20% de reatividade cruzada), 7 amostras de pacientes com aspergilose (14,28% de
reatividade cruzada), 9 amostras de pacientes com paracoccidiodomicose (66,6% de
reatividade cruzada) e 15 amostras de pacientes com candidose (13,3% de reatividade
cruzada) (Figura 17).

Uma hipdtese para a reatividade cruzada observada com soros de pacientes com
outras micoses pode ser devido a prévias sensibilizacdes (contato com Cryptococcus
spp.) ou ainda coinfeccbes por este fungo (dado néo disponibilizado pelos laboratorios

que forneceram as amostras).
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Figura 16: Teste de sensibilidade e especificidade por ELISA. Soro de pacientes com
criptococose (soros positivos), soros de pessoas higidas (estudantes e funcionarios do
CBIiot/UFRGS e funcionérios de um hospital de Porto Alegre). A placa foi sensibilizada
com 500 ng/poco de antigeno de C. neoformans HC6, a diluicdo dos soros foi de 1:1000
e a diluicdo do anticorpo secundario IgG humano marcado com peroxidase foi de
1:2000. Os soros foram testados em triplicata e em dois dias distintos.
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Figura 17: Teste de reatividade cruzada por ELISA. ELISA utilizando soro de
pacientes com outras micoses: histoplasmose (Histo.), aspergilose (Asper.),
paracoccidioidomicose (Paracocci.) e candidose (Cand.). A placa foi sensibilizada com
500 ng/pogo de antigeno de C. neoformans HC®6, a dilui¢do dos soros foi de 1:1000 e a
diluicdo do anticorpo secundario 1IgG humano marcado com peroxidase foi de 1:2000.
Os soros foram testados em triplicata e em dois dias distintos.



53

Vérios parametros devem ser analisados para a validacdo de um teste soroldgico
(FERREIRA & AVILA, 2001). A validade intrinseca de um teste, que é o desempenho
do teste quando comparado a um teste de referéncia, pode ser avaliada por parametros
como sensibilidade, especificidade e eficiéncia. Estes sdo caracteristicos do teste e ndo
da populacdo em que ele esta sendo aplicado e, portanto, fornecem resultados
consistentes independentemente da prevaléncia da doenca. Ja os valores preditivos dos
resultados positivos e negativos dos testes séo parametros que dependem da prevaléncia
da doenca na populacdo em estudo. A validade extrinseca é a capacidade do teste em
detectar a real situacdo da populacdo em relacdo a doenca que esta sendo estudada e
também o desempenho do teste em uma dada populagdo e pode ser avaliada por
parametros como reprodutibilidade e precisdo. Varios parametros foram avaliados nos
nossos experimentos, sendo eles a sensibilidade, especificidade, eficiéncia do teste
soroldgico, prevaléncia, valores preditivos positivos e valores preditivos negativos.

A sensibilidade observada neste experimento foi de 67,5%. No trabalho
desenvolvido para o diagnéstico de pitiose, utilizando no teste de ELISA indireto como
antigeno o extrato protéico total de Pythium insidiosum, a sensibilidade foi de 97,72%
(SANTURIO et al., 2006). A sensibilidade observada no trabalho de llinait et al. (2001)
para a quantificacdo de antigenos de C. neofomans utilizando anticorpos policlonais no
ELISA sanduiche, foi de 100% para soros e LCR (deve-se lembrar que o ELISA
sanduiche é mais sensivel que o ELISA indireto). Com a utilizacdo de exoantigenos de
Sporothrix schenckii observou-se no teste de ELISA uma sensibilidade de 97%
(ALMEIDA-PAES et al., 2007). No trabalho de Lain et. al. (2007) utilizando o kit
diagnostico comercial que utiliza como antigeno uma enolase recombinante para
candidiase (kit Candida enolasa ELISA Immunoglobulin G (IgG) — Laboratorios
Vircell, Granada, Spain), observou-se uma sensibilidade de 81%.

A especificidade deste experimento foi de 73,2%. Observou-se especificidade de
90,27% em Santurio et al. (2006) para a deteccdo de pitiose, 97,9% em soros e 95,9%
em LCR em llInait et. al (2001) para a criptococose, 89% em Almeida-Paes et. al.
(2007) para esporotricose, 83,9% em Lain et. al (2007) para a candidose.

Este trabalho apresentou eficiéncia de 33,1%. Na deteccdo da pitiose observou-se
eficiéncia de 93,1% (SANTURIO et al., 2006), para criptococose foi de 99% para soros
e 97,1% para LCR (ILLNAIT et al., 2001), e para esporotricose a eficiéncia foi de 92%
(ALMEIDA-PAES et al., 2007).
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O valor preditivo de um resultado positivo (VPP) verificado neste experimento foi
de 45%, 86% em Santulrio et al. (2006) para a deteccdo de pitiose, 84% em Almeida-
Paes et. al. (2007) para esporotricose e 79,1% em Lain et al. (2007) para a candidose.

O valor preditivo de um resultado negativo (VPN) deste trabalho foi de 87,4%,
para a deteccdo de pitiose foi de 98,4% (SANTURIO et al., 2006), para esporotricose
foi de 98% (ALMEIDA-PAES et al., 2007) e em candidose o VPN foi de 85,5% (LAIN
et al., 2007).

A prevaléncia é definida como a porcentagem de individuos doentes em uma
populacéo e a prevaléncia sorologica € a percentagem de casos positivos pelo teste em
uma populagio (FERREIRA & AVILA, 2001). Os resultados encontrados neste
trabalho foram de 24,5% e 36,8%, respectivamente.

Os resultados obtidos utilizando como antigenos o extrato total de C. neoformans
HC6 ndo foram satisfatdrios. Por este motivo, partiu-se para a identificacdo de antigenos
de C. neoformans, visando o aumento do repertério de proteinas antigénicas disponiveis
para caracterizacdo imunoldgica. A caracterizacdo destes alvos permitird a purificagcdo
ou producdo de antigenos recombinantes para padronizacao de testes soroldgicos para o
diagnostico da criptococose.

Santangelo et al. (2004) buscaram identificar caracteristicas imunoldgicas da
fosfolipase B (PLB). Esta enzima apresenta uma importante fungéo na sobrevivéncia do
fungo no interior de macréfagos, facilitando a infeccdo dos pulmdes e a disseminagéao
do fungo para outros locais do corpo. Também foi verificado que a mesma é produzida
in vivo (SANTANGELO et al, 2005). Devido a estas caracteristicas, Wu e
colaboradores (2007) realizaram a padronizagdo da técnica de ELISA sanduiche,
utilizando como alvo a identificacdo da PLB em soro de pacientes com criptococose.
Porém, os resultados ndo demonstraram-se promissores, pois ndo foi possivel detectar a
PLB em pacientes com criptococose. Isso pode ter ocorrido devido a remocdo de
epitopos antigénicos pela formacdo do complexo antigeno-anticorpo, a presenca de
substancias inibitdrias no sangue ou ainda a rapida degradacdo da PLB no sangue. Para
0 monitoramento do tratamento da criptococose s&o interessantes esforgos para a
exploracdo de antigenos que poderdo ser utilizados na incorporacdo de testes rapidos

para a deteccdo da doenca.
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4.7 ldentificacdo de proteinas antigénicas de C. neoformans HC6 por Western blot

de gel unidimensional

Western blot foi realizado para verificar o padrdo de reconhecimento das amostras
de soros de pacientes com criptococose e outras micoses frente ao extrato protéico total
de C. neoformans HC6. Os soros foram agrupados em pools conforme os dados obtidos
do ELISA: soros de pacientes com criptococose que se apresentaram como falsos
negativos (-); soros de pacientes que se apresentaram como verdadeiros positivos (+);
soros de pacientes com aspergilose, histoplasmose e paracocidioidomicose que
apresentaram reatividade cruzada (falsos positivos) (+) e 0s que se apresentaram como
verdadeiros negativos (Figura 18).

O pool de proteinas de C. neoformans HC6 utilizado nesse experimento
apresentou massa molecular de 10-220 kDa. Verificou-se reconhecimento das proteinas
antigénicas com massa molecular entre 30 kDa e 220 kDa apresentaram maior
intensidade de sinal as proteinas com massa molecular superior a 40kDa. Verificou-se
um reconhecimento intenso entre 40 kDa e 220 kDa o qual ndo possibilitou a
caracterizacdo de nenhuma banda especifica, devido as sobreposicdes. Neste trabalho,
foi analisado o reconhecimento de anticorpos da classe IgG, utilizando como tracador
anti-lgG humano. No trabalho de Chay & Tay (2009) foram identificadas proteinas com
massas moleculares entre 27,5 kDa e 94 kDa, no trabaho de Hamiltons e colaboradores
(1997) foram identificadas proteinas com massa molecular de 26, 52, 74 e 110 kDa, ja
no trabalho de Goldman et. al. (2001) foram observadas proteinas com massas
moleculares maiores, entre 98 e 139 kDa.

Na reatividade cruzada dos soros de pacientes com aspergilose, verificou-se um
sinal intenso nas bandas de aproximadamente 28 kDa, 34 kDa, 50 kDa, 60 kDa e 70
kDa. Os soros de pacientes com paracoccidioidomicose apresentaram reatividade
cruzada com as proteinas de massa molecular de 80 kDa, 70 kDa, 50 kDa, 40 kDa, 35
kDa e 18 kDa. Os soros de pacientes com histoplasmose apresentaram maior reatividade
com as proteinas de 70 kDa, 80 kDa, 55 kDa, 35 kDa e 27 kDa. Foi possivel observar
gue algumas proteinas como as de 80 kDa e 70 kDa sdo reconhecidas por varias
micoses. Estas podem ser a mesma proteina antigénica presente em ambos o0s fungos ou
ainda serem proteinas diferentes, porém com massas moleculares semelhantes.

A micose que apresentou maior reatividade cruzada com o extrato total de C.

neoformans HC6 foi a paracoccidioidomicose. No pool de pacientes com
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paracoccidioidomicose que se apresentaram verdadeiramente negativos para
criptococose em ELISA quando realizada a técnica de western blot, verificou-se a
presenca de uma banda de aproximadamente 40 kDa. Com esse dado, observou-se uma
relacdo imunolodgica entre Cryptococcus spp. e Paracoccidioides spp. Uma banda mais
intensa de aproximadamente 15 kDa pode ser observada no pool de soros de pacientes
com criptococose (+). Esta banda aparenta ser de interesse, por ndo aparecer reativa
COm outros soros.

O trabalho de Chai & Tay (2009) descreve o perfil de reconhecimento de
anticorpos da classe das 1gG e IgM dos pacientes com criptococose e de individuos
higidos. Eles analisaram, por gel de poliacrilamida unidimensional, o perfil de
reconhecimento dos antigenos de um extrato total obtido a partir de uma linhagem de C.
neoformans var. grubii isolado de um paciente HIV positivo. Eles analisaram por
western blot diferentes soros e baseados na intensidade da imunoreatividade das
proteinas, verificaram que os individuos higidos apresentam uma reatividade maior de
IgG quando comparado com IgM. Os polipeptideos com forte imunoreatividade para
IgG de individuos higidos foram de aproximadamente 31, 78, 83, 87, 91,5 e 94 kDa. As
amostras de pacientes com criptococose apresentaram uma forte imunoreatividade para
IgG e também para IgM. As proteinas com maior reatividade para IgG apresentam
massas moleculares de aproximadamente 31, 45, 63, 65,5, 71,5, 76, 83, 87, 91,5 e 94
kDa. Trés amostras de pacientes foram coletadas em diferentes tempos (2, 3 € 9 meses
apos a primeira coleta), mas ndo foi observada diferenca na titulacdo entre as amostras.

A anélise dos antigenos apenas por gel unidimensional ndo é suficiente para a
escolha de um antigeno como biomarcador, porém é o primeiro passo para a escolha das
etapas seguintes. Atualmente, ha disponivel varias técnicas, as quais permitem realizar
pesquisas refinadas para encontrar o candidato antigénico mais apropriado.

O primeiro passo na produgdo de um antigeno recombinante € a escolha do mesmo
(ELGUEZABAL et al.,, 2005). A procura deverad ser iniciada pelos antigenos que
apresentem caracteristicas imunogénicas, ou seja, aqueles que desencadeiam uma
resposta imune, de preferéncia acentuada. Os antigenos fungicos podem ser
considerados desde as estruturas superficiais a antigenos intracelulares. A escolha de um
antigeno que confira caracteristicas imunogénicas especificas a determinada infeccdo é
essencial para evitar a reatividade cruzada com outros microrganismos ou ainda com

estruturas do préprio organismo humano. Os metabdlitos secretados ou ainda antigenos
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expressos em condicOes especiais de infeccdo geralmente séo potenciais candidatos para

e escolha do antigeno.
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Figura 18: Padrdo de reconhecimento dos antigenos de C. neoformans HC6 pelo
pool de soros de pacientes com criptococose, paracoccidioidomicose, histoplasmose
e aspergilose previamente testados pela técnica de ELISA. Western blot para
verificacdo do padrdo de reconhecimento das proteinas antigénicas de C. neoformans
HC6 frente a soros de pacientes com criptococose, aspergilose, histoplasmose e
paracoccidioidomicose. (+) aqueles que na técnica de ELISA apresentaram reatividade
cruzada frente ao extrato protéico total de Cryptococcus neoformans var. grubii e (-)
aqueles que apresentaram-se como negativos frente ao mesmo extrato protéico. A
diluicdo dos soros foi de 1:500 e o anticorpo secundario anti-lgG humano conjugado
com peroxidase foi diluido 1:2000.
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4.8 Gel bidimensional para identificacdo de proteinas antigénicas de C. neoformans

HCG6 frente a soro de pacientes com criptococose.

O SDS-PAGE permitiu a caracterizacdo das proteinas apenas pela sua massa
molecular e com baixa resolugdo. Tratando-se de um extrato com maior complexidade,
somente uma caracteristica (massa molecular) ndo foi suficiente para individualizacéo
de proteinas antigénicas. Por esse motivo, foi feita a separacdo do extrato de C.
neoformans HC6 por eletroforese bidimensional. A padronizagdo do gel bidimensional
foi realizada previamente no laboratério, onde se constatou que a faixa de pH 4-7 foi
aquela na qual uma maior propor¢do de proteinas apresentava melhor resolucéo. No gel
bidimensional (Figura 19) devido ao aumento da resolucéo, observou-se a presenca de
659 spots entre a faixa de pH de 5-6,5 e a massa molecular dos mesmos entre 30- 160
kDa.
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P e — ’ - - e —
220 kDa
160 kDa g
80 kDa l - :
mn—— e - % . te®
. -
-
50kDa | . ' e
. - 4 - .
v L
40 kDa |
L L 4
-
| . . i
»

20 kDa '

5KkDa |

10 kDa

j- = - - = R IJ_

Figura 19: 2D-PAGE. Gel bidimensional com 1,2 mg de extrato total de proteina de C.
neoformans HC6. Strip utilizado com pH 4-7, isofocaliza¢do de 70.000 V/H, migrado
em gel de poliacrilamida 12% a 40 mA e corado com Coomassie Blue G.
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4.9 Western blot de gel bidimensional para identificacéo de proteinas antigénicas de

C. neoformans HC6 com soro de pacientes com criptococose.

Foi realizado western blot bidimensional com o objetivo de evidenciar as proteinas
antigénicas do extrato total de C. neoformans HC6. Os resultados desejados foram
obtidos na realizacdo de gel bidimensional com 1,2 mg de extrato protéico total,
diluicdo do soro primario (soro de pacientes com criptococose) 1:10 incubado overnight
e diluicdo do anti-lgG humano conjugado com fosfatase alcalina 1:2000.

Foram realizados dois géis em paralelo, um foi corado com Coomassie coloidal e o
outro foi transferido para a membrana de PVDF. Foram recortados do gel os spots
correspondentes aos visualizados na membrana, totalizando 75 spots (Figura 20). O pl e

a massa correspondente a cada spot recortado estdo listados na Tabela 8.
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Figura 20: Analise por Western Blot de 2D-PAGE revelado com fosfatase alcalina. (A)1,2 mg de extrato total de proteina de C.
neoformans HC6. Strip utilizado com pH 4-7, isofocaliza¢do de 70.000 VH, migrado em gel de poliacrilamida 12% a 40 mA e corado com
Coomassie Blue G. (B)As proteinas foram transferidas overnight para a membrana de PVDF, a mesma foi bloqueada e recebeu o pool de
soro de pacientes com criptococose na dilui¢cdo de 1:10. A diluicdo do anti-lgG humano conjugado com fosfatase alcalina foi de 1:2000.
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Tabela 8: Massa e pl dos spots selecionados.

Amostra* Massa pl Amostra Massa pl Amostra Massa pl
(kDa) (kDa) (kDa)
1 10,9 6.1 26 48,6 5.4 51 30,9 6.9
2 10,8 5.8 27 50,1 5.3 52 45,5 6.2
3 26,4 4.5 28 50.3 5.3 53 75,9 6.6
4 24,1 5.2 29 57,3 6.2 54 76,2 6.5
5 26,5 5.0 30 52,9 6.3 55 32,5 6.6
6 28,3 5.3 31 52.9 6.4 56 33,7 6.7
7 20,9 5.4 32 45,5 6.4 57 588 >7,0
8 24,1 5.8 33 47,6 6.5 58 63,3 6.8
9 25,4 5.9 34 49,6 6.6 59 76,2 6.7
10 27,6 59 35 50,6 6.7 60 57,8 5.3
11 29,6 5.9 36 62,2 5.6 61 58,6 5.2
12 27,1 5.6 37 62,2 5.6 62 28,3 5.3
13 28,3 5.6 38 62,4 5.5 63 84,4 5.3
14 24,1 5.6 39 65,4 5.5 64 63,3 6.8
15 34,1 5.9 40 64,9 5.4 65 64,3 6.7
16 32,3 6.1 41 65,9 5.3 66 48,3 6.9
17 40,2 6.1 42 55,8 5.6 67 49,1 6.8
18 41,5 6.1 43 55,7 5.5 68 50,1 6.8
19 41,8 6.3 44 31,2 6.2 69 49,5 6.7
20 45,1 6.1 45 30,0 6.4 70 468 >7,0
21 47,1 6.1 46 28,7 6.4 71 46,7 6.9
22 48,0 5.9 47 22,9 6.7 72 47,4 6.8
23 39,7 5.7 48 26,4 6.6 73 30,9 6,9
24 55,2 5.7 49 28,2 6.7 74 31,4 6.8
25 48,2 54 50 45,0 6.4 75 32,0 6.7

*QOs numeros correspondes aos spots marcados no gel da Figura 13
> refere-se que o ponto isoelétrico da amostra € maior que 7,0, portanto a mesma
ndo pode ser analisada com a mesma precisdo que as demais para esta variavel.
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4.10 Imunizacdo de camundongos para a producdo de soro policlonal contra

proteinas antigénicas de C. neoformans HC6.

Os camundongos foram imunizados para a obtencdo de soro policlonal contendo
anticorpos contra o extrato protéico total de C. neoformans HC6. O soro foi produzido
com a intengdo de auxiliar na identificagdo de proteinas antigénicas do extrato total de
C. neoformans HC6, caso 0 objetivo ndo fosse alcangado utilizando o pool de soros de
pacientes com criptococose (possivel baixa titulacdo). Estes soros foram testados por
ELISA para verificar a titulacdo dos mesmos. Foram testadas as seguintes
concentracOes de extrato protéico total de C. neoformans HC6: 500 ng, 250 ng, 125 ng,
62,5 ng, 31,25 ng e 15,62 ng por poco (Figura 21). A concentragdo de 30 ng (0,3
pg/mL) de extrato total de C. neoformans HC6 por poco para a sensibilizacdo foi
suficiente para a titulacdo do soro hiperimune. Nesta concentracdo foi possivel
diferenciar entre o soro pré-imune (soro coletado dos camundongos antes do inicio da
imunizagdo) dos soros posteriores a imunizac¢do. Utilizando um soro hiperimune a
concentracdo de antigenos utilizada para a sensibilizacdo dos pocos foi 17 vezes menor
gue a concentracdo necessaria para a deteccdo de anticorpos em pacientes com
criptococose.

Apos encontrar a concentracdo ideal de antigeno, foram testadas seis diferentes
diluicdes dos soros dos camundongos imunizados (1:200, 1:400, 1:800, 1:1600, 1:3200
e 1:6400). A diluicdo de 1:3200 foi a que apresentou melhores resultados. Com esta
diluicdo os resultados de OD néo ultrapassaram 1, permitindo uma analise confiavel
(Figura 22).
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Figura 21: Padronizacdo da concentracdo de antigeno de extrato total de C.
neoformans HC6 para ELISA de soros de camundongos imunizados. Foram testadas
seis diferentes concentracdes de extrato total de extrato protéico de C. neoformans HC6,
sendo as concentragdes de 500 ng/poco, 250 ng/poco, 125 ng/pogo, 62,5 ng/poco, 31,25
ng/poco e 15,62 ng/poco. A diluicdo do soro dos camundongos foi de 1:200 e do anti-
gG mouse conjugado com peroxidase foi de 1:2000.
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Figura 22: Titulacdo das amostras de soro dos camundongos por ELISA. Foram
testadas seis diferentes dilui¢cdes: 1:200, 1:400, 1:800, 1:1600, 1:3200 e 1:6400. A
concentracdo de antigeno de C. neoformans HC6 por poco foi de 30 ng. A diluicdo do
anti-lgG mouse conjugado com peroxidase foi de 1:2000.
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Uma vez titulados os soros hiperimunes de camundongos contra extrato de C.
neoformans, foi realizado um western blot para verificagdo do padrdo de
reconhecimento de cada soro. Verificou-se que cada um dos soros apresentou resposta
diferenciada (Figura 23), mesmo tendo sido os animais imunizados com 0 mesmo
extrato antigénico e seguindo o mesmo protocolo.

Essas diferencas podem ser devido ao sistema imunoldgico, a diferencas de
quantidade de antigenos (foram preparadas solucdes de forma uniforme entre os
animais, porém no momento da imunizagdo, por se tratar de uma solugdo viscosa, 0s
animais podem ter recebido quantidades finais diferentes de antigenos), diferencas de
manipulagdo no momento da injecdo da solugédo ou ainda as diferencas de titulagéo de
anticorpos de cada soro, como observado atraves do experimento de ELISA.
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Figura 23: Western blot de soros policlonais de camundongos imunizados com
extrato total de proteinas de Cryptococcus neoformans var. grubii (HC6). M.M,
marcador molecular, 1:extrato total de proteinas de C. neoformans HC6 em SDS-PAGE
12%; 2-6 Padrdo de reconhecimento individual de cada camundongo, 2 camundongo 1;
3: camundongo 2; 4: camundongo 3; 5: camundongo 4; 6: camundongo 5; 7: padrao de
reconhecimento do pool de soros policlonais dos camundongos. A dilui¢do utilizada
neste experimento do soro dos camundongos foi de 1:500. Anti-lgG mouse conjugado
com peroxidase foi utilizada na dilui¢do de 1:2000.
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4.11 IdentificacOes das proteinas de C. neoformans HC6 por MALDI-TOF

A utilizacdo da técnica de 2D-PAGE para a separacdo do extrato protéico € um
passo importante para a selecdo do spot a ser tripsinizado e através da andlise em
MALDI-TOF a massa resultante das proteinas pode ser determinada. Uma vez
identificada a sequéncia codificadora correspondente, é possivel desenhar primers para
a clonagem e purificagdo do antigeno selecionado. Esta é uma das alternativas para a
obtencéo de antigeno recombinante (ELGUEZABAL et al., 2005).

Nesta etapa do trabalho, buscou-se a relacdo entre as proteinas antigénicas
verificadas na membrana de PVDF (caracteristica de antigenicidade) e as proteinas do
gel. As proteinas correspondentes as identificadas no western blot foram recortadas do
gel de poliacrilamida, tripsinizadas, e analisadas em MALDI-TOF. Foram analisadas 75
proteinas, porém apenas 15 amostras apresentaram espectros de ions passiveis de
identificacdo e quando confrontados com o banco de dados de proteinas de C.
neoformans var. grubii foram identificadas apenas quatro amostras (trés proteinas)
(Tabela 9). Mesmo o0 MALDI/TOF sendo um equipamento mais sensivel que o Q-Tof,
pois este apresenta maior poder de ionizacdo, a analise do mesmo ndo é tdo robusta

quanto a analise por MS/MS.

Tabela 9: Identificacdo de proteinas por MS. Pode ser observada nesta tabela os
dados como o numero de identificacdo do gel, o nimero de acesso ao NCBI, o home da
proteina, pl e massa molecular tedrico e o observado, o score e a porcentagem de
cobertura da sequéncia.

N° do Nome da N° de Valores pl/M.M Score de Cobertura
spot proteina acesso®  tedricos de Observados identificagéo da
p/IMM(kDa)  (kDa)” seqiiéncia
(%)
6 Proteina Q5KAY1 5.07/ 5.3/28,4 96 72
hipotética 31049.13
39 Proteina de Q5K8W5 557/ 5.4/58,3 98 25
choque térmico 71466.77
40 Proteina de Q5K8W5 557/ 5.3/58.6 98 25
choque 71466.77
térmico
57 Catalase 2 ABG26353 6.96 / 7.0/54.3 90 27
55448.56

“N(mero do acesso de acordo com o NCBI. "Valores experimentais de M.M e pl (calculos utilizando o
programa PDQuest-BioRad).

A anélise protebmica tem se estabelecido como uma ferramenta indispensavel para
a interpretacdo das informac6es contidas no cédigo genético (AEBERSOLD & MANN,
2003). A analise de proteinas por espectrometria de massas tem sido aplicada para
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pequenos grupos de proteinas isoladas de um mesmo contexto funcional. MALDI-MS ¢é
normalmente utilizado para a analise de um pequeno conjunto de peptideos (uma
proteina).

O fungo patogénico Aspergillus clavatus é o que apresenta uma proteina com
maior semelhanca a proteina hipotética (300 aminoacidos) identificada no nosso
experimento.

O espectro observado dos spots 39 e 40 identificou estas como sendo a mesma
proteina (putativa de 667 aminoacidos), pertencente a familia das HSP 70, porém
apenas com pl diferentes (5,4 e 5,3, respectivamente), o que sugere modificacbes pos-
traducionais. O fungo patogénico que se apresentou com proteina semelhante foi
Aspergillus nidulans.

As proteinas HSPs sdo sintetizadas por todas as células em resposta a variacdo da
temperatura bem como ao estresse ambiental, estas proteinas agem como chaperonas
(KAKEIA et al., 1999).

A. clavatus. foi o fungo patogénico que apresentou proteina com maior
similaridade a catalase 2 (495 aminoacidos) identificada neste trabalho.

O numero de proteinas identificadas em relacdo aos spots selecionados foi
relativamente baixo, pois foram selecionados 75 spots e identificadas somente quatro
amostras (trés proteinas). Porém, estas proteinas sdo importantes ja que a literatura
apresenta a catalase e as HSPs de C. neoformans como possiveis antigenos para a
padronizacédo de técnicas imunolégicas (ELGUEZABAL et al., 2005). Os dados obtidos
corroboram os trabalhos que referenciam proteinas da familia das HSPs como
potenciais biomarcadores para a criptococose (KAKEIA et al., 1997, 1999). No
trabalho de Young e colaboradores (2009) foram identificadas 24 proteinas, destas, trés
HSPs 70, uma HSP 90 e cinco hipotéticas.

No trabalho desenvolvido por JEAVONS et al. (1998), foram selecionados
antigenos candidatos para a padronizacdo de técnicas para diagnostico soroldgico da
peniciliose. Entre os candidatos, foi utilizada uma proteina a qual apresentava 87% de
similaridade com a catalase de Escherichia coli. Este € um dos fatores de viruléncia de
muitos fungos e induz a resposta imune. A presenca da catalase em outros fungos como
Histoplasma capsulatum e Aspergillus fumigatus indica as diferencas antigénicas desta
enzima, pois os autores realizaram a técnica de western blot utilizando soros de
pacientes com hitoplasmose e aspergilose e ndo verificaram sinal de reatividade

cruzada. Este dado fortalece esta pesquisa, pois 0s primeiros dados obtidos neste
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trabalho indicam a catalase de Cryptococcus spp. como um possivel marcador
sorolégico para a criptococose. Alguns experimentos devem ser repetidos para a
confirmacéo deste dado.

Utilizando uma proteina de 27 kDa para diagndstico da paracoccidiodomicose, foi
verificada baixa especificidade e significativa reatividade cruzada com soro de pacientes
com histoplasmose e aspergilose (ORTIZ et al., 1998). A baixa especificidade do
anticorpo pela proteina de 27 kDa, pode ser devido a presenca de um unico epitopo
imunodominante. Um “coquetel” de antigenos poderia auxiliar no aumento da
especificidade para o diagndstico da paracoccidiodomicose. No trabalho de DIEZ et al.
(2003) foram utilizadas duas proteinas como biomarcadores, a proteina previamente
testada de 27kDa e a outra de 87 kDa, sendo esta Ultima uma proteina da familia das
HSPs (DIEZ et al., 2003). O uso conjunto de ambos os antigenos, apresentou uma
sensibilidade de 92%. A sensibilidade observada somente com a 27 kDa foi de 49%, a
proteina de 87 kDa apresentou sensibilidade de 81%. A combinagdo entre uma proteina
hsp com outra proteina demonstrou-se eficiente para o diagndéstico desta infeccéo.

Para o diagnostico da coccidioidomicose, utiliza-se assim como para criptococose
a demonstracdo do fungo por meio do isolamento do Coccidioides immitis de tecido ou
de cultura. E possivel diagnosticar por meio de ensaios de fixacdo do complemento (CF)
ou imunodifuséo, o qual permite a deteccdo de anticorpos contra C. immitis. Para ambas
as técnicas utilizam-se extrato total do fungo, o qual aumenta a reatividade cruzada com
outros fungos. Foi produzido um antigeno recombinante para CF (rCF) para auxiliar no
diagnostico da coccidioidomicose, porém o rCF apresentou epitopos comuns para H.
capsulatum e B. dermatitidis e também foi observado que esta proteina apresenta
sequéncias de aminoacidos parcialmente homdlogas com dois dominios conservados
presentes em quitinases de alguns fungos e bactérias. A modificacdo molecular da rCF
pode ser a solucdo para a reatividade cruzada observada (YANG et al., 1997).

Existem vérios antigenos de interesse para o diagnostico da aspergilose causada
por A. fumigatus, sdo eles Asp f1, 12, 3, f4, f5, 6, 12 e f16. No trabalho desenvolvido
por Knusten et al. (2004) foram verificados altos niveis de IgE para os antigenos Asp f3
e f4 em pacientes com ABPA. Outro antigeno de interesse para o diagndstico da
aspergilose € uma galactomanoproteina da parede celular, denominada de Afmpl
(WOOQO, et al., 2002). Utilizando este antigeno verificou-se sensibilidade de 100% para

pacientes com aspergiloma e 33% para pacientes com aspergilose invasiva e nao foi
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verificado falso-positivo em soro de individuos higidos bem como soros de pacientes
com outras infecgdes.

Na verificagdo da antigenicidade de 15 proteinas recombinantes de Candida spp.
verificou-se resposta para 4 destas, sendo elas, proteinas intracelulares (ENO1, HWP1,
manana e CGTA) (CLANCY et al., 2008). Outro antigeno de interesse para diagnostico
da candidose é um antigeno de parede celular do tubo germinativo da hifa, denominado
de Hwp I. Comparando este antigeno com o antigeno do tubo germinativo de C.
albicans (CGTA), verificaram-se resultados muito similares.

Faz-se necessario a caracterizacdo de antigenos para serem eleitos como padrdes
para o diagndéstico das doengas fungicas. Atualmente conhecemos alguns antigenos ja
bem caracterizados para outras infecgdes, assim como nas infec¢des virais que nos
permite padronizacdo dos testes imunologicos, HIV (p24, gp 36, gp41, gp 120), hepatite
C (core, NS 3, NS 4, NS 5), sifilis (TpN 15, TpN 17, TpN 44.5, TpN47) entre outras.

A urgéncia no estabelecimento de rotinas diagndsticas das infec¢fes fungicas esta
na necessidade priméaria da implementacdo das terapias antiflngicas. Para isso, € de
extrema importancia o desenvolvimento de testes sensiveis, especificos, reprodutiveis e
que apresentem a probabilidade de reatividade cruzada préxima a zero. O trabalho com
antigeno recombinante é o que possibilita a reunido de todas estas caracteristicas.

Apo6s eleito o antigeno, o mesmo pode ser utilizado para diferentes técnicas
imunoldgicas, sendo elas imunodifusdo, ELISA, western blot, quimioluminescéncia,
testes rapidos: imunocromatografia (fluxo lateral) ou imunoconcentracdo (flow-through)

entre outros.
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5. CONCLUSOES

O ELISA utilizando como antigeno o extrato protéico total de C. neoformans HC6
apresentou sensibilidade de 67,5% e especificidade de 73,2%.

Na imunizacdo dos camundongos, foi verificada diferente resposta imunoldgica
entre 0s animais, porém sendo possivel a obtencdo de um soro policlonal contra C.
neoformans var. grubii HC®.

Foram detectados 659 spots no gel bidimensional e destes, 75 apresentaram-se
antigénicos.

Embora a selecdo dos 75 spots tenha levado a identificacdo de somente quatro
amostras (trés proteinas) neste trabalho, a catalase 2 e HSPs 70 demonstraram-se como
fortes candidatas para o desenvolvimento de testes diagnosticos da criptococose

humana.
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