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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo a producéo de um anticorpo monocional
reativo com leveduras do género Candida. Esplenécitos de camundongos
BALB/c previamente imunizados com Candida foram fusionados in vitro com
células de mieloma Sp2-0OAg14 e os hibridos resultanies mantidos em cultura a
37°C com 5% de CQO,. Os sobrenadantes das células em crescimento foram
testados por ELISA para a produgdo de anticorpos. Os pontos positivos (0,29%)
foram clonados para obter-se o anficorpo monocional e posteriormente
expandidos in vivo em peritonec de camundongo. O anticorpe produzido pelo
clone foi purificado e isotipade. O anticorpo monoclonal foi denominado 76C e é
uma IgMx. O 76C é dirigido para um epitopo de mananoproteina da parede
celular de Candida, cuja natureza ainda nao foi completamente elucidada. O
anticorpo 76C foi analisado por DOT BLOT contra diferentes cepas de Candida
reagindo positivamente com 87,5% das amostras testadas. O anticorpo
monocional (76C) sera uma ferramenta Gtil no estudo soroldgico de pacientes
com candidose invasiva.

PALAVRAS-CHAVE: Anticorpo  monoclonal; Candida  albicans,

diagnostico; manana.




1 INTRODUGAOQ

A importancia médica e odontoldgica das infecgbes
causadas por leveduras tem estimulado estudos com énfase na
epidemiologia, patogénese, genética e imunologia das espécies
pertencentes ao género Candida.

As leveduras do género Candida estdo amplamente
distribuidas na natureza, podendo algumas espécies viver em vida
saprofitica ou parasitaria no homem e em animais (Budtz-
Jorgensen'? 1990). Espécies de Candida também estdo presentes como
comensais, no trato digestivo e vaginal fazendo parte da microbiota
normal do hospedeiro. O estado de portador, sem exibir patologia, &
vastamente pesquisado. Para Allen' (1992), o sistema imune e a
competigdo com outros microrganismos manteriam estas leveduras sob
controle. Entretanto, qualquer alteragdo da anfibiose resultaria em
candidose.

De acordo com Sandven® (1990), espécies de Candida
distinguem-se entre os demais Deuteromycetes, pela habilidade em
formar pseudochifas, sendo a C.glabrata a Unica excegdo. Algumas
espécies de Candida s&o de grande importancia medica e cdontolégica,
como C.albicans, C. tropicalis e C. glabrata. Candida stellatoidea, C.

guithermondii e C.krusei também sao comumente isoladas de diferentes



espécimes clinicos (Samaranayake et al.® | 1984). Citada na literatura em

1.5 C. dubliniensis tem sido recentemente descrita

1998 por Sullivan et a
entre as especies de leveduras formadoras de clamidésporos e tubo
germinativo. Esta espécie coloniza as estruturas bucais e orofaringe de
individuos infectados por HIV e aidéticos, podendo estar associada com
C.albicans durante a manifestagio clinica de candidose eritematosa
(Rodero et al.*> 1998).

Qs mecanismos pelos quais C.albicans causa doenca em
individuos sadios s@o pouco conhecidos. Varias caracteristicas, como a
capacidade de formar hifas, a aderéncia as células epiteliais da mucosa,
a presenga de substancias semelhantes a endotoxinas e a secregéo de
enzimas proteoliticas, foram sugeridas como fatores de viruléncia que
contribuiriam para a patogenicidade dessas leveduras (Shimizu®,1988).

Existe uma forte correlagio entre fatores predisponentes
e prevaléncia de Candida, devendo-se considerar as caracteristicas
microbiolégicas das espécies, a estrutura antigénica (sorotipos) e a
producéo de enzimas (proteinase e fosfolipase) como moduladores da
viruléncia e da capacidade invasiva desses microrganismos {Lehner",
1967 Bradford®, 1976; Tsuboi’ et al., 1994). As proteinases de Candida,
isoladas de casos de candidoses, ja foram investigadas e consideradas,
especialmente as proteinases 4acidas, como fatores de viruléncia
(MacDonald & Odds* 1980; McCulough® et al.1996). Outra enzima, a

hialuronidase, também pode estar envolvida na patogenicidade de



16

Candida (Bonifacio-Souza® 1980 e Khouri®,1998), faciltando sua
penetracdo no tecido conjuntivo, principalmente quando associada com
fosfolipase e proteinase (Silveira™, 1990; Almeida® 1991; Shimizu et al.%®,
1998). Entre os fatores locais que cooperam para o aparecimento de
candidoses, podemos destacar a maior predisposicido de fumantes e
usudrios de proteses. Para Darling et al.">(1990), usudrios de cannabis
demonstraram um aumento na prevaléncia de C.albicans bucal, porém
néc foi constatado aumento proporcional de individuos com candidose
bucal. Segundo Arendorf et al.® 1983, a combinacio tabaco-protese pode
representar um dos mais importantes fatores etioldgicos locais no
desenvolvimento da candidose hiperpldsica crénica. Para Allen' (1992),
estas lesbes fungicas podem variar de  aspecto eritematoso a
esbranquicado e apresentam bom prognéstico quando tratadas com
diferentes medicamentos anti-flngicos disponiveis para uso clinico.
Varias condigdes sistémicas, como desordens enddcrinas
{Diabete melito), deficiéncias imunoldgicas ou imunossupressac (AIDS,
uso continuo de corticosterdides), também predispem as candidoses e
s50 excecbes ao tratamento convencional, apresentando resisténcia e
prognéstico muitas vezes desfavoravel. Na tentativa de tratar quadros
refratarios de candidoses, estudos relacionados com o tratamento
fitoterapico mostrou-se bastante efetivo quando comparado com
tratamento alopético. Xavier’™® (1987) demonstrou que o dleo de Fevillea

trilobata L. (Nhandiroba) era superior a nistatina, promovendo a cura em
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pericdo mais curto, com menor guantidade/dia de medicamento, sem
contra-indicacao e riscos de toxicidade.

De um modo geral, os fatores que predispdem 3
candidose bucal sao locais e/ou sistémicos e colaboram efetivamente
para acentuar o quadro de infeccdo que pode ser agudo ou crénico,
superficial ou profundo, localizado ou disseminado ou ainda ter carater
oportunista (Lacaz et al.*® 1980; Odds*®, 1988; Budtz-Jérgensen'', 1990).

Considerando prevaléncia de candidose e os mais
diversos fatores que tornam susceptivel & exacerbacio desta patologia,
propusemos-nos a investigar, sob a otica imunologica, que recursos

diagnosticos poderiam advir com o uso de anticorpos monoclonais.



2 REVISAQ DE LITERATURA

2.1 Anticorpos monoclonais

Anticorpos monoclonais sao imuneglobulinas produzidas
por um Unico clone de linfécitos B. Tais anticorpos séo usua!mente.
secretados por células hibridas produzidas pela fusdo de células de
mieloma com células esplénicas imunes.

A metodologia de hibridoma, assim denominada, permitiu
a produgdo de grande quantidade de anticorpos homogéneos com
especificidade determinada.

Kohler & Milstein® (1975) foram os primeiros
pesquisadores a produzirem anticorpos monoclonais {(Acmo) de
especificidade pré-definida. Esses pesquisadores idealizaram um método
para produzir um anticorpo especifico para um determinante antigénico
particular. A metodologia consistiu na fuséo de células de mieloma (P3-
X67Ag8) com células de bago provenientes de camundongo BALB/c pré-
imunizado. Os camundongos foram imunizados com  eritrécitos de
carneiro, reestimulados depois de um més, e sacrificados quatro dias
mais tarde para remogéo do bago. Apds a fusdo, as células (Sp-1)

cresceram por oito dias em meio de cultura suplementado com
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hipoxantina, aminopterina e timidina (HAT), substituido em intervalos de
um a trés dias. Os hibridos cresceram em meio de Eagle-Dulbecco
modificado, suplementadc com hipoxantina e timidina (HT) por duas
semanas. Apds quatro dias de fus@o, a presenca de reatividade anti-
eritrocitos de carneiro foi detectada pela técnica de placa modificada e o
namero total de células hibridas foi 1/30. Os hibridos foram
posteriormente clonados em agar semi-sélido e um clone chamado de
Sp1/7, reclonado.

A viabilizacdo desta metodologia de fusdo de células,
visando a produgdo de anticorpos monoclonais para antigenos defintdos,
tem tido um grande impacto na medicina e em diagndstico. Inimeros
testes sdo realizados na tentativa de aumentar a aplicabilidade dos
anticorpos monoclonais em terapéutica. A limitagac de usc dos anticorpos
moncclonais de camundongos deve-se ac fato de os seres humanos
desenvolverem, rapidamente, anticorpos anti-imuneglobulina de
camundongo. Porém, segundc Scroferneker & Pohiman® (1998)
pesquisas tem sido realizadas no sentido de produzir anticorpos
monoclonais humanos ou hibridos humano/camundongo, menos
imunogénicos. A partir da decada 1980, anticorpos monoclonais de
camundongos tornaram-se ferramentas indispensaveis como marcadores
especificos de diferentes populagbes celulares, especialmente de
linfécitos. Nos Ultimos dez anos, a utilizacdo dos anticorpos monoclonais

na técnica de citometria de fluxo tem permifido uma andlise acurada das
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subpopulacies de celulas B e T. Também & crescente a utilizagdo de
anticorpos monoclcnais no campo da oncologia.
A terapia oncogénica associada a anticorpos monoclonais

2! (1990), que demostraram inibigdc in vivo

foi investigada por Gil et a
do crescimento tumoral por um anticorpo monocional que reconhecia
carboidrato. Os monoclonais (ASO e E1) ligaram-se a epitopos glicidicos
na superficie de células dc Tumor de Ehrlich (ET), induzindo a supresséo
tumoral in vivo por um mecanismo dependente de macréfagos. Em
terapéutica oncogénica, os anticorpos monoclonais s&o usados como
meios de purificagdo in vifro das células neoplasicas residuais antes do
transplante de medula dssea (Trent’?, 1995).

Anticorpos  monoclonais  dirigidos contra antigenos
tumorais podem ser conjugados com radioisotopos, drogas, citocinas e
toxinas. O anticorpo anti-CD20 foi o primeiro anticorpo  aprovado pelo
“Food and Drug Administration” (FDA) para ¢ tratamento clinico do
cancer, sendo comercializado no final da década de 1997. O anti-CD20
induz citotoxicidade dependente de anticorpo e complemento nas células
positivas para este marcador, induz a apoptose de células de alguns
linfomas e aumenta a sensibilidade ao efeito citotdxico induzido pela
quimioterapia e toxinas (Scroferneker & Pohiman®,1998).

Segundo Scroferneker & Pohiman® (1998), a utilizagdo

de anticorpos monoclonais como agentes supressores em transplantes

de orgaos, tem se mostrado promissora. O unico monocional com



aprovagéo clinica e comercial para esse fim € o anticorpo anti-CD3,
OKT3, cujo alvo & a molécula CD3 presente nos linfécitos T. O anticorpo
OKT3 atua ativando o sistema complemento para eliminacéo de células T
e opsonizando estas células para a fagocitose.

Schneider et al.®® (1998) produziram dois anticorpos
monocionais (C6 e PA10F) contra um componente de 48 kDa de C.
albicans e demonstraram in vitro a reatividade cruzada destas
imuneglobulinas com carcinoma ovariano humano. O Acmo PA10F reagiu
com um antigeno de 74 kDa de células tumorais, apresentando um poder
discriminatdrio  entre variantes de malignidade de maior ou menor
agressividade. O estudo da expressdo do antigeno reconhecide por
PA10F mostrou que o componente reativo de 74 kDa estava relacionado
a malignidade desses tumores .

A aderéncia de C. albicans aos tecidos do hospedeiro &
considerada um passo crucial para iniciar o processo patogénico. Aderir €
um pré-requisito para colonizagdo e subsequente infecgéo. De acordo
com Odds*®(1988), as adesinas, glicoproteinas presentes na superficie da
levedura, sdo responsaveis pela unido de C. albicans as células do
hospedeiro. Proteinas associadas a matriz extracelular (ECM) e células
endoteliais tém sido relacionadas como possiveis alvos para a aderéncia
de Candida. Cotter et al. {1998), utilizando anticorpos monoclonais
contra proteinas da matriz extracelular (colageno Tipo |, Tipo IV,

laminina e fibronectina), reduziram a aderéncia de C. albicans as
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células HEp-2, derivadas de carcinoma epiderméide de laringe. Os
autores obtiveram o maximo de inibicdc quando acrescentaram o

anticorpo monaoclonal anti-colageno Tipo V.

2.1.1 Técnica de anticorpos monoclonais na identificacéo de leveduras

do género Candida

A caracterizagdo dos antigenos de determinada espécie
de Candida permite estabelecer relagdes desta com outras espécies de
leveduras pertencentes ao mesmo género ou a géneros diferentes, bem
como com espécies de bactérias. Hopkins & Benhan™, em 1929,
realizaram os primeiros estudos sobre a estrutura antigénica de
C. albicans e demonstraram difereng¢as no comportamento antigénico de
véarias cepas por reagdes de aglutinagao.

A esfrutura antigénica de leveduras do género Candida
tem sido amplamente estudada, visando caracterizar os principais
antigenos citoplasmaticos e da parede celular, tantc de natureza protéica
como polissacaridica. A parede celular de C.albicans é composta
primariamente  dos polissacarideos: manana, glucana e quitina. A
manana representa cerca de 23% do peso seco da parede celular,
glucana de 40 a 60%, proteinas de 6 a 25%, lipidios de 1 a 7% e quitina

06 a 9%. A manana & distribuida por toda a parede celular sendo
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considerada o principal antigeno de superficie. Quitina e glucana s&o
encontradas no interior da parede celular (McCulluogh et al.*, 1996).

Os polissacarideos e complexos polissacarideos-
proteinas s&o antigenos de grande importancia em leveduras, podendo
ser extra ou intracelulares. Nas espécies de Candida, estes complexos
s&0 quimicamente definidos como gluco-manana-proteina, manana-
proteina e glucana-proteina. A manana € um homopolissacaridec
constituido por unidades repetidas de manose unidas entre si e
responsavel pela maior atividade antigénica da célula de Candida. A
manana € hidrossoluvel e reage bem nos testes de precipitacéo (Siqueira
et al.?® 1980).

Strockbine et al.?®® (1984) produziram trés anticorpos
monoclonais da classe IgG que reconheceram no Western-blotting
proteinas com pesos moleculares aparentes de 120 a 135 kDa, 44 a 52
kDa, 35 a 38 kDa. A producio de fragmentos peptidicos, obtidos por
digestdo enzimatica, evidenciaram que as proteinas identificadas pelos
anticorpos monoclonais eram as mesmas reconhecidas pelos anticorpos
séricos de pacientes com infecgdo invasiva por Candida e
imuneglobulinas de coelho imunizado.

Brawner & Cutler® (1984) investigaram a expresséo de um
antigeno de superficie em C.albicans usando um anticorpo monoclonal
IgM. O antigeno foi demonstrado em 76% de noventa cepas de

C.albicans e em cepas de C. tropicalis e Torulopsis glabrata. A expresséo



do antigeno, determinada por reagdo de aglutinagéo, foi influenciada pela
composigao do meic de cultura, ou seja, células de Candida mantidas em
caldo demostraram maior reatividade do que as mantidas em meio sélido.
Outro dado observado foi a menor reatividade das células no inicio da
fase logaritmica (Log) quando comparadas com as células do periodo
intermediario da mesma fase. Esses dados indicam que a expressao de
antigenos de superficie em Candida albicans &€ um processo dinamico e
pode ser influenciado por varios fatores ambientais. Anticorpos
monoclonais podem permitir a caracterizagdo de antigenos de Candida
presentes no hospedeiro durante a candidose.

Em 1985 Heidenreich & Dierich®® observaram pela
primeira vez que tubos germinativos de Candida albicans e Candida
steflatoidea ligavam-se a eritrécitos humanos cobertos por iC3b e C3b,
sugerindo a presenca de receptores para complemento na parede da
levedura, funcionando de forma similar a CR2 e CR3. Um ano mais tarde,
este achado foi confirmado pelo encontro de um anticorpo monocional,
Mo1, que reconhecia a cadeia « de CR3 e componentes antigénicos
do tubo germinativo de C. albicans. Mo1 reconhecia uma seqléncia em
CD11b, presente em CR3 de neuirdfilos e outras proteinas neutrofilicas
(Mayer et al.*®,1990).

Recentemente lee & Chun™ (1997) mostraram que
receptores para iC3b do complemento estdo envolvidos na aderéncia de

C. albicans as células endoteliais vasculares e devem provavelmente
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colaborar na patogénese da candidose disseminada. Experimentos
realizados pelos autores num modelo de infecgdo em camundongo
BALB/c mostraram que anticorpos anti-receptores iC3b podiam proteger
0s animais da candidose e/ou aumentar a sobrevida dos mesmos.

% (1986) produziram um anticorpo

Hoopwood et a
monoclonal a partir de células de mieloma de camundongo e linfécitos de
rato resultando na producé@o de um anticorpo monoclonal (IgM) designado
5B2. Os testes de imunofluorescéncia direta demonstraram que o
antigeno-alvo estava presente na parede celular das espécies
patogénicas de C.albicans, C.tropicalis, C. glabrata, e C. guilliermondii. O
antigeno era predominantemente de natureza polissacaridica, pois nao
sofria denaturagdo quando as células eram submetidas ao tratamento
térmico (calor) e ndo eram afetadas pelo ditiotreitol (DTT) e enzimas
protesciiticas. Este antigeno né&o foi liberado da parede celular submetida
ao tratamento com metilcloroférmio. Os resultados da reacdo de contra-
imunoeletroforese  mostraram que a atividade antigénica era
compartilhada por duas moléculas com diferentes mobilidades
eletroforéticas. A presenca do epitopo em varias espécies de Candida
analisadas estava relacionada ao estagio morfoldgico do ciclo celular,
pois sofria grande variac8o entre espécies e dentro de uma mesma
espécie. Na imunofluorescéncia indireta, o antigeno estava presente no

citoplasma, no espago periplasmatico e em toda a superficie celular de C.

albicans.
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A ocorréncia de antigenos comuns entre candidose e
aspergilose, infecgbes fungicas mais comuns em individuos
imunocomprometidos, foi observada por Fratamico et al.'® (1991).
Anticorpos monoclenais do isotipo IgG1 « para o antigeno de 58 kDa de
Aspergillus fumigatus reagiram cruzado com um polipeptideo de 55 kDa,
presente num extrato de C. albicans.

A utilizagéo de testes sorolagicos para diagnéstico rapido
das candidoses tem impulsionado os estudos imunoguimicos do género
Candida. Bernardis et al.® (1993) usaram a técnica de imunodot para
deteccdo do antigeno mananoproteina no soro de pacientes
neutropénicos com candidose invasiva. A metodologia baseia-se no uso
do Acmo AF1 que reconhece um epitopo de oligomanosideo presente
na mananoproteina de diferentes espécies de Candida patogénicas para
0 homem. Ensaios realizados com este Acmo, AF1 e manana
acrescentada artificialmente, mostraram que a sensibilidade de detecgéo
de manana circulante era da ordem de 2 a 5ng/mL.

Anticorpos moncclonais tém sido produzidos contra um
vasto ndmero de microrganismos, virus, bactérias, fungos e parasitas
multicelulares. Uma das aplicacdes desses anticorpos € o
desenvolvimento de teste imunodiagnédstico para deteccdo de antigenos
efou anticorpos no soro. Sendid et at.%' (1999) padronizaram dois testes
para diagnostico sorologico de candidose. Um deles, para deteccdo de

anticorpos antimanana e o outro, para detec¢éo de manana circulante
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com sensibilidade de 0,1ng/mL. Os testes foram aplicados a 162 soros
provenientes de 43 pacientes com candidose, comprovada clinica e
micologicamente. Surpreendentemente, somente cinco soros foram
positivos para ambos os testes, mananemia e detecgdo de anticorpos.
Cerca de 84% dos pacientes, 36, apresentaram resultados pasitivos para,
pelc menos, um dos testes. Esses dados demonstram claramente a
disparidade existente entre os catabdlitos de manana e a resposta imune
humoral antimanana, sugerindo que a utilizagdo dos dois testes imune
enzimaticos pode ser Util no diagnadstico da candidose sistémica,

Indmeros procedimentos médicos como implantes,
catéteres, materiais plasticos cirurgicos e valvulas cardiacas  tém
mefthorado a saude de muitos individuos. Entretanto, estes materiais
podem ser colonizados por diferentes microrganismos que formam um
biofilme e estabelecem um reservatéric cronico, a partir do qual ocorre
disseminagdo de células microbianas. Entre estes microrganismos,
Candida albicans destaca-se pela sua capacidade de aderéncia as
superficies plasticas (Lacaz et al.?’, 1991). San Millan et al.® (1996)
avaliaram a adesao in vitro de C. albicans ao poliestireno e o efeito de
trés anticorpos monoclonais reativos com antigenos da parede celular. O
Acmo BOE reduziu a filamentag@o e adesdo ao poliestireno. Na auséncia
do anticorpo monoclonal BOE, a ades&o de C. albicans ao poliestireno

aumentava em paralelo com a formagdo do tubo germinativo.
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O papel dos anticorpos monoclonais na candidose
sistémica tem sido investigado por muitos pesquisadores. Esses autores
acreditam que individuos com candidose sistémica apresentem anticorpos
especificos que bloqueiam a fagocitose das leveduras (Laforce et al.®®
1975; Walker & Urbaniak™, 1980; Han & Cutler™,1997).

Num processo patolégico por leveduras, uma resposta
imunolégica deficiente & sempre um pré-requisito para infecgdes severas
por Candida. Considerando a importancia das células T na resposta
imune anti-Candida em humanos, Gomez et al® (1996) estudaram a
resposta imune celular para um constituinte de 65 kDa da
mananoproteina (MP) de C. albicans. O antigeno em estudo foi purificado
por cromatografia de afinidade com anticorpos monoclonais dirigidos
contra epitopos de natureza polipeptidica, a julgar pela sua resisténcia a
oxidacdo ao metaperiodato e sua sensibilidade as proteases. Os
anticorpos monoclonais usados foram obtidos pela imunizagéo de
camundongos com a MP da levedura crescida em meio de cultura com
doses subinibitérias de tunicamicina, uma droga que interfere com o
processo de glicosilagdo. O antigeno purificado induziu, em nanogramas,
forte proliferacdo de células T, inibida de forma dose-dependente pelo
fragmento Fab do anticorpo.

As dificuldades em estabelecer o diagndstico da

candidose disseminada sdo amplamente discutidas com o objetivo de

planejar estratégias preventivas e formas de fratamento alternativo.
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Consideraveis tentativas tém sido realizadas no sentido de desenvolver
testes sorologicos para detecgdo de anticorpo efou antigeno que
comprovem a invasao tecidual por C. albicans. Muitos desses
experimentos  tém enfocado a manana como principal antigeno.
Jacquinot et al.® {1898) relatam que a estrutura molecular da manana
tem sido exaustivamente estudada, podendo apresentar oligomanosideos
O- e N ligados. A parte N ligada compreende um dominio acido estavel
que consiste de residuos de manopiranose «1-2 e a1-3 ligados com
alguns terminais B1-2 na Candida albicans sorotipo A. O dominio acido
labil esta ligado @ molécula por pontes fosfodiéster e é constituido por
homopolimeros de cligomanosideos $1-2. Dependendo do comprimento e
tipo da ligac2o da cadeia manosil, as oligomanoses intsragem de forma
altamente especifica com o sistema imune do hospedeiro, com linfocitos,
macréfagos, citocinas, proteinas de ligagdo a manose e anticorpos. O
grau de polimerizac@o da cadeia é importante e parece envolver um
epitopo conformacional, induzide apenas num certo comprimento da
cadeia monossacaridica.

Jacquinot et al.®! (1998) prepararam um Acmo EB-CA1
reativo com ocligomanosideos liberados de um dominic acido estavel da
manana de C.albicans. A reatividade do anticorpo foi observada com uma
manopentose efou oligdmeros maiores, enquanto manotetraose e trioses
ndo eram reativas. O epitopo do MaEB-CA1 encaixa na estrutura geral de

a 1-(2mana 1)n-2man que corresponde ac fator antigénico 1. O fator 1 é
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ubiquo em espécies de leveduras (oligomanose O ligada) e também esta
presente em C. albicans.

A baixa resposta imune humoral anti-mananoproteina em
camundongo tem sido observada repetidamente. Domer et al.'® (1986)
tém demonstrado que algumas mananoproteinas da parede celular de C.
albicans podem suprimir a resposta de linfécitos B. Cassone et al.™®
(1988) produziram um anticorpo monccional IgM, denominado AF-1,
dirigido contra constiuintes de gluco-manano-proteina da parede celular
de C. albicans e de outras espécies patogénicas de Candida. Testes de
aglutinaca@o e imunoflucrescéncia indireta demonstraram que o Acmo era
dirigido contra um epitopo da parede celular de C. albicans, sorotipo A e
B, C. guiflermondii, C. viswanathi, porém nao apresentava rea¢do positiva
com as especies de C. krusei, C. parapsilosis, C. kefyr e C. glabrata.
Nenhuma diferenga foi observada nas reacgdes de aglutinagdo realizadas
com células viaveis e quimicamente inativadas.

Varias fragdes da manana da parede celular foram
extraidas por diferentes técnicas e tratadas pelo calor, periodato e
proteases. Os testes comprovaram que o epitopo reconhecido pelo
monocional AF-1 era um polissacarideo da molécula de
glucomananoproteina {GMP) da superficie celular. Os tratamentos térmico
e enzimatico néoc interferiram na habilidade de ligagdo da GMP com o
Acmo AF-1, porém a ligago foi sensivel a oxidagéo pelo pericdato, como

ocorre com epitopos de carboidrato.
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Durante os ultimos dez anos, os pesquisadores tém se
interessado por anticorpos que protejam contra candidose disseminada
(Han & Cutler®® 1995) e infecgdes vaginais (Han et al.?’,1998). Anticorpos
monoclonais especificos para epitopos de manana de C.albicans e
vacinas constituidas por com complexo lipossoma-manana de C.albicans
{L-mann) aumentam a resisténcia & infecgdo wvaginal guando
administrados por via intravaginal ou intra peritoneal. O anticorpo
monaocional B6.1 também mostrou-se efetivo contra infecgdes vaginais
por C. tropicalis.

0O mecanismo de protegdo depende da acgdo direta de
anticorpos sobre C. albicans. Fragmentos Fab do Acmo especifico para
parede celular da hifa inibem a formagéo do tubo germinativo (Casanova
et al.'? 1990, citado por Han et al.%%,1997). Outro exemplo & a produgso
de anticorpos monoclonais capazes de reduzir a filamentacgo de C.
albicans, inibindo dessa forma sua acdo patogénica, San Millan et al %,
(1996).

Han et al.”® (1997) isolaram dois Acmos designados B6.1
e B6. Estes anticorpos pertenciam ao isctipo IgM e possuiam a
caracteristica de aglutinar células leveduriformes de C.albicans. Ambos
eram especificos para manana da parede celular. Experimentalmente, o
acmo B6.1 aumentava a resisténcia contra candidose disseminada,
enguanto Acme B6 ndo apresentava esta caracteristica. Estes anticorpos

também protegiam os camundongos contra infecgao vaginal e podiam ser
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usados com finalidade terapéutica. Os dois Acmos reconheciam uma
adesina localizada na superficie celular de C. afbicans, mas os epitopos
reativos diferiam na especificidade.

A diferenca na resposta imunologica € justificada por Han
et al.?® (1997) pela especificidade dos epitopos reconhecidos. Embora
amhos os epitopos fizessem parte do complexo fosfomanana da parede
celular, o epitopo do Acmo B6.1 perdia-se apés hidrélise acida, enquanto
o determinante antigénico do 3.6 estava associado a uma fracdo acido
estavel, focalizada de forma esparsa na superficie celular dos
blastdsporos.

Estudos sobre o dimorfismo de C.albicans mostraram que
0s epitopos de superficie residiam em componentes de 155 kDa ou
maiores, liberados por digestdo enzimatica da parede ceiular do
microrganismo. O mesmo processo de digestdo realizado com tubo
germinativo  liberou antigenos diferentes e especificos de forma,
sugerindo intensa variabilidade antigénica Han et al.® ,‘f997),

Sundstrom et al®® (1988) avaliaram trés anticorpos
monaoclonais especificos para as superficies antigénicas das duas formas
de crescimento de C.afbicans, constatande por imunoflucrescéncia que
antigenos de superficie expressavam-se variavelmente. Os anticorpos
monoclonais testados reagiram com as fragbes glucana de células
digeridas, indicando reatividade com a porgédo carboidrato da

mananoproteina. Os autores utilizaram, para imunizagio, blastoconideos,



33

formando tubo germinativo e produziram quatro Acmos IgV.
Posteriormente, testaram trés antigenos diferentes, blastoconideo de C.
albicans, tubc germinativo e blastoconideo autoclavado. Todos 0s Acmos
reagiram com os diversos antigenos. Diferentes graus de reatividade
foram observados com cinco cepas de C. albicans, C. steilatoidea e
C.tropicalis. Nenhuma reagéo pdde ser demonstrada com C. glabrata. O
padrao de reaco variou de espécie para espécie e com 0 Acmo usado.
Os determinantes antigénicos reconhecidos pelos anticorpos monoclonais
eram resistentes ao tratamento com calor, tripsina e sensiveis ao
periodato. Os Acmos reagiram com extratos contendo mananoproteina
de Candida ou parede celular e foram especificos para parede celular de
leveduras por reacdo de aglutinacdo e imunofluorescéncia. Estas
caracteristicas sugeriam ©0s carboidratos como 0s  principais
determinantes antigénicos na superficie celular de Candida.

As aplicagbes diagnésticas dos anticorpos monoclonais
incluem radioimunoensaio, ensaio imunoenzimatico, citomstria de fluxo e
hibridizagao in sity na imunotipagem em seccdes de tecidos (Trent’?,
1995).

Borg-Von Zepelin & Griiness’ (1993) considerando C.
albicans e C. tropicalis como as espécies de Candida mais virulentas e
que se distinguem das demais pela capacidade de secretar proteinases,

produziram e caracterizaram dois anticorpos moncclonais contra uma

proteinase secretada por Candida tropicalis DSM 4238. A proteinase de
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C. ropicalis diferia da proteinase de C. albicans sob varios aspectos, tais
como, intensidade de glicosilagdo e baixa estabilidade em alcali. Os
monoclonais produzidos foram denominados MT1 e MT2 e eram reativos
contra proteinase de C. fropicalis. Ambos os Acmos reagiram com
proteinases homdélogas, nativas e denaturadas, mas apresentaram
diferentes padrbes de reatividade com enzimas heterdlogas. O MT1
reagiu com mananoproteina de C. tropicalis e C. albicans sorotipc A e na
imunofluorescéncia reagiu com a superficie dos blastoconideos ¢
pseudomicélic de duas espécies diferentes de Candida. No sorotipo B, a
reacao foi observada somente com o blastoconideo. O tratamento pelo
calor e o tratamento enzimatico com pronase e tripsina ndo reduziram a
imunofluorescéncia no caso do MT1, mas o mesmo nac ocorreu com o
MT2. Os resultados sugeriram que o Acmo MT1 ligava-se a um epitopo
de carboidrate, enquanto 0 MT2 ligava-se a epitopo pertencente a parte
protéica da enzima. Os Acmos mostraram-se efetivos na detecgéo de
antigenemia por ELISA nos soros de pacientes com candidose, podendo
mensurar 4ng/mL de antigeno circulante.

A composicdo antigénica da parede celular de Candida
albicans tem sido bastante estudada na tentativa de identificar antigenos

de relevancia para o diagnéstico clinico.

1.52 (1993) estudaram a relagdo antigénica

Ponton et a
entre blastoconideo e tubo germinativo de Candida albicans frente a dez

anticorpos monoclonais diferentes, sendo oito Acmo IgM (15C9, 3D9,



G3B, BoM, PA10F, 11C11, 21E6 e DOF), um Acmo IgG (14.8) e um Acmo
IgA (N3B). Os autores analisaram a reatividade contra antigenos da
parede celular tantc em células integras como em células tratadas com
ditiotreitol (DTT). Diferentes padrdes de reatividade foram revelados por
immunoblot e imunofluorescéncia com extratos de tubo germinativo e
blastoconideo. A reatividade dos blastoconideos tratados com DTT era
superior a dos nao tratados, sugerindo um aumento na exposicao dos
epitopos. O 15C9 apresentou um aumento na reatividade com antigenos
extraidos do blastoconideo por 60 minutos e diminuicdo marcante com o
antigeno extraido ap6s 120 minutos (Ponton et al.*2 1993).

Evidéncias da presenca de antigenos comuns no tubo
germinativo e nos blastoconideos sugerem variabilidade antigénica ou
reatividade cruzada. Baseados nestes resultados, foram descritos quatro
tipos diferentes de antigenos: a). tipo | - s8o os antigenos especificos
para tubo germinativo verdadeiro e s&o expressos somente na parede
celular do tubo germinativo; b). tipo |l - antigenos que podem ser
expressos na superficie celular do tubo germinativo e no interior da
parede celular dos blastoconideos. Na imunofluorescéncia, esses
antigenos aparecem como tubc germinativo especifico. A presenca dos
antigenos tipo Il no interior da parede celular dos blatoconideos explicaria
a inducgdo de anticorpos anti-tubo germinativo em coelho imunizado com
blastoconideo tratado com DTT; c).tipo lll sho antigenos expressos nas

superficies de ambas as formas. As mananas pertencem a este tipo de
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antigeno. Finalmente, d). os antigenos do Tipo IV que s8c expressos no
intertor da  parede celular do blastoconideo e tubo germinativo (Ponton
et al.>? 1993),

Os testes sorologicos para detecgdo de candidose tem
visado a deteccdo dos componentes de Candida presentes no soro
circulante e a resposta imune humoral para estes componentes. Para
aplicacdo em sorodiagnostico, o ieste deve apresentar grande
especificidade, sensibilidade e facil execug&o. Para deteccao de manana
circulante, os testes de aglutinacdo por latex e ELISA tém sido
amplamente avaliados. Entre 0s testes recentemente desenvolvidos e que
estdo sendo investigados estdo. particulas de latex associadas a Acmo
reagindo com manana de C. albicans e um imunoteste para deteccaoc de
enclase, um antigeno citoplasmatico de 48 kDa.

Poulain et al.>® (1991) produziram um Acmo designado
5B2 que reage com mananoproteina da parede celular de C. albicans. O
Acmo foi purificado e conjugado ao ouro coloidal. A habilidade deste
Acmo, conjugado ao ourc para detectar antigenos de C.
albicans, foi testada pela técnica do DOT BLOT, apds procedimento de
coloragéo envolvendo ouro e prata (GSS). O DOT BLOT usando Acmo-
GSS e a técnica de contraimunoeletroforese foram associados e testados
em soros sucessivos de pacientes com episddios de candidose sistémica,

comprovada clinica e micologicamente. Os resuftados demostraram que



pacientes com candidose sintetizavam anticorpos contra glicoproteinas do
epitopo 582, presentes transitoriamente no soro dos mesmos.

Ollert & Calderone® (1990) produziram um anticorpo
monoclonal a partir da fus&o de esplendcitos de camundonge imunizado
com extrato de hifas inteiras. Um dos clones secretou um Acmo 1gG1 que
reagia com hifas de C. albicans por imunofluorescéncia indireta, porém
nao reagia com células leveduriformes e segmentos de pseudohifas
originados de blastoconideos. Qito de nove isolados clinicos recentes de
C. albicans apresentaram reatividade com o Acmo 1.183 por
imunofiuorescéncia indireta. O antigeno reconhecido nas hifas era
sensivel ao calor, reducdo pelo B-mercaptostanol e protedlise com
pronase, tripsina e sublisina. A andlise por immunoblot de hifas inteiras e
de extratos tratados com DTT revelou proteinas de pesc molecular
aproximado entre 55 e 60 kDa sob condigdes de reducdo. Células
leveduriformes que se encontravam em crescimento exponencial foram
tratadas com EDTA, BME e zimolase para formar protoplastos. O extrato
derivado dos protoplastos apresentou reatividade com o Acmo 1.183. No
immunoblot, uma proteina de 20 kDa foi reconhecida pelo Acmo1.183.
Nenhuma reatividade foi encontrada no material da parede celular. Esses
dados indicam que componentes especificos da parede celular das hifas
de C. albicans estdo relacionados com antigenos presentes nos

protoplastos das células leveduriformes. Assim, o do Acmo 1.183 €
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reativo com antigenos presentes nas hifas e leveduras, porém estes

componentes ndo podem ser detectados na superficie dos blastosporos.
Considerando a importdncia clinica das leveduras do

género Candida, a pesquisa de anticorpos monocionais anti-Candida é de

relevancia, contribuindo efetivamente no ambito diagnéstico e terapéutico.



3 PROPOSICAO

O objetivo deste trabatho foi preparar um anticorpo
monoclonal reativo com leveduras do género Candida e posteriormente
caracterizar seu isotipo e reatividade, visando utiliza-lo na identificacao

presuntiva destes microrganismos.



4 MATERIAL E METODO

4.1 Preparo dos antigenos

4.1.1 Preparo do antigeno citoplasmatico de C.albicans

Candida afbicans, cepa ICB7, proveniente do laboratério
de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas de S&o Paulo, foi
cultivada em um frasco contendo 200mL de caldo Sabouraud por 24
horas, a 37°C, num agitador ETICA (50rpm). No dia seguinte, o indcuio
obtido foi adicionado a dois litros de caldo Sabouraud e incubados por
mais 48 horas, a 37°C, sob agitagdo. A seguir, o crescimento foi
interrompido com formaldeido 0,080% e a cultura, deixada por 18 horas, a
4°C. As células foram colhidas por centrifugac&o a 7000 rpm, lavadas e
suspensas em tampao Tris-HCL 0,15M, pH 7.4, acrescido de fluoreto de
fenilmetil sulfonil (PMSF-SIGMA) numa concentragdo final de 4mM.
Adicionaram-se entdo, pérolas de vidro a esta suspensdo que foi
vigorosamente agitada, por uma noite, a 4°C. O lisado foi centrifugado e
o precipitado € o sobrenadante conservados. O sobrenadante foi dialisado
contra 2 L de solugdo salina tamponada com fosfato (PBS), liofilizado e

conservado a —20°C, passando a constituir o antigeno  citoplasmatico



41

(AgC). O contetdo protéico foi determinado pelo método de Bradford®

(1976).

4.1.2 Preparo de uma fracéo de C. albicans rica em manana

C.albicans, cepa ICB7, fol cultivada em 100mL de caldo
Sabouraud dextrose por 24 horas a 37°C e em seguida transferida para
2 litros do mesmo caldo. A cultura foi entdo incubada a 37°C por cinco
dias, sob agitagio constante (agitador horizontal ETICA) a 50 rpm. Apds
este periodo, o crescimento foi interrompido pela adigao de formaldeido
a 0,080% e deixado em repouso por 24 horas, No dia seguinte, a cultura
foi filtrada em gaze e as células separadas e lavadas trés vezes por
centrifugagdo a 7000rpm, em PBS. A seguir, as células foram suspensas
em 100mL de PBS e fervidas por 15 minutos. Novamente o material foi
centrifugado a 5000rpm, 20 minutos, a temperatura ambiente e o
sobrenadante recuperado e dialisado contra tampio fosfato 10mM,

pH7.4 e concentrado por ultrafiltracao para um volume de 2mL.

4.2 Imunizagédo dos camundongos

Estes procedimentos foram realizados de acorde com 0s

Principios Eticos para Experimentagdo Animal da Faculdade de
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Odontologia de S&o José dos Campos —UNESP, adotade pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacédo Animal e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa sob protocolo n° 06/99-PA/CEP.

Para a realizagdo do experimento, camundongos
isogénicos, da linhagem BALB/C, de ambos 0s sexos & com oito semanas
de idade foram mantidos com &gua e ragido esterilizadas e
acondicionados em ambiente com temperatura controlada. Os
camundongos {n=5) foram imunizados por via intra-dérmica com 200ug
de AgC em 200ulL de PBS, emulsificados em igual volume de adjuvante
de Freund completo. Apos trinta dias da injegdo Inicial, os antmais foram
reestimulados com 400ug do mesmo antigeno em PBS, por via intra-
peritoneal, € 0 bago retirade trés dias mais tarde para proceder a fuséo

com as células de mieloma.

4.3 Produgido de anticorpo monocional

Para a produgé@o do anticorpo monoclonal foi utilizado o
protocolo proposto por Goding # (1980), com algumas modificagdes.

Células de mieloma da linhagem Sp-2 0OJAg14(™),
mantidas em nitrogénio liquido, foram descongeladas, lavadas por
centrifugacdo em meic RPMI 1640 sem soro, a 1000rpm, por 10 minutos,

a T.A. {anexo). Apss este procedimente, as células foram suspensas em

5mL de meio RPMI completo e mantidas em estufa com 100% de

* Doadas pelo Dr.Jean-Luc Gesztezi, Disciplina de Imunologia da Escola Paulista de
Medicina (UNIFESP)
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umidade, a 37°C, com 5% de CO,. Apds o crescimento, as células

foram repicadas para cinco garrafas de 25cm® para se obter cerca de 107
celulas em fase logaritimica de crescimento.

As células B esplénicas foram lavadas com RPMI sem
soro e contadas em camara de Neubauer com e sem azul de Tripan. A
seguir, cerca de 5x107 células Sp-2 O/Ag14 foram misturadas com 1x10°
células esplénicas e novamente lavadas por centrifugacao, com RPMI
sem soro, a 1000rpm, 10 minutos, a T.A..

Apds a centrifugacdo, descartou-se © sobrenadante,
tomando-se o cuidado para remover completamente 0 meio de cuitura e
adicionou-se 1mL de polietilenoglicol (PEG) a 45%, agitando-se
delicadamente para homogeneizar a suspensado por 1  minuto.
Acrescentaram-se depois 10mL de RPM! sem soro, agitando-se a
suspensdo por mais 10 minutos. A seguir, as células foram lavadas por
centrifugagdo em 100mL do mesmo meio com a finalidade de remover o
PEG, e ressuspensas em 50mL de RPMI completo adicionado de
hipoxantina, aminopterina e timidina — HAT (anexo). As células foram
distribuidas, na razéo de 1x10° por orificio, em placas de 96 orificios
(COSTAR) sobre feeder layer, preparado no dia anterior, com bago de
camundongo ndo imune (1,6 x 10° células por orificio) e incubadas a 37°C
com 100% de umidade e 5% de CO, Apods cinco dias, 50% do
sobrenadante de cada orificio foi removido e acrescentou-se igual volume

do mesmo meio.
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No décimo dia, as culturas foram examinadas com
microscopio invertido {NIKON, type 104) e os orifl'ci'os contendo hibridos,
crescendo de forma confluente, foram marcados. Neste mesmo dia, foi
retirade 50% do meio HAT e substituido por RPMI completo, contendo
hipoxantina e timidina (HT). Todos os orificios positivos foram analisados
por ELISA.

Todos os procedimentos foram realizados na camara de
Fluxo Laminar Vertical (VECO), , utilizando-se material esterilizado e

descartavel.

4.3.1 Produg¢ao da ascite

Para a producéo da ascite foi injetado 0,5mL de pristane
por via intra peritoneal, em cinco camundongos BALB/C de oito semanas
de idade. No décimo dia consecutivo, foram injetadas 107 células do
clone produtor de anticorpo previamente selecionado.

Aguardou-se o periodo de duas a trés semanas a seguir

e a ascite foi colhida ( 5 a 10 mL de ascite por camundongo).
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4.4 Analise soroldgica

4.4.1 ELISA

Placas de poliestireno (Costar) foram sensibilizadas com
AgC de C. albicans (100ug/mL), em tampé&c carbonato-bicarbornato 0,1M,
pHY,6 e incubadas por duas horas a 37°C e por 18 horas a 4°C. No
momento do uso, as placas foram blogueadas com 0,5% de gelatina em
PBS, por 30 minutos a 37°C e lavadas cinco vezes com PBS contendo
0,1% de Tween-20 (PBS-T). A seguir, acrescentaram-se 0s
sobrenadantes de cultura efou soro diluido em PBS-T-G e incubou-se por

2 horas a 37°C. Na triagem dos hibridos, utilizou-se o meic RPM!
completo como controle negativo. Apds a incubacéo, as placas foram
lavadas com PBS-T e posteriormente adicionados 50ul de conjugado anti-
camundongo marcado com peroxidase {(anti-lgG,anti-lgA e anti-IlgM,
SIGMA), numa concentragdo de tug/mL. A atividade de peroxidase foi
revelada utilizando-se 100uL do substrato que consistia de 6mg
ortofenildiamino (SIGMA) em 12mL de tampéo citrato-acido citrico 0,1M,
pH 5,5 e H0: a 0,03%. Apds o desenvolvimento da cor, a reagéo foi
bloqueada com 50uL de acido sulfurico 2,5 normal (N} e as densidades

oticas (DO) lidas num leitor de ELISA (Modele 3550-BIORAD) a 490 nm.

4.4.2 Isotipagem
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Placas de ELISA foram sensibilizadas com o Acmo
76C anti-Candida (10pg/mbL) em PBS, por duas horas, a 37°C. Apos este
periodo as placas foram lavadas com PBS-T e os sitios livres bloqueados
com PBS-T-leite (5%) por uma hora a 37°C. A segquir, adicionaram-se aos
orificios os anficorpos de coelho especificos para as subclasses de
19G1,19G2a, 199G, 1gGs, IgM, IgA e as cadeias leves x e A (Bio -Rad) e as
placas foram incubadas por duas horas a 37°C. Depois da incubacao e
lavagem das placas, foi acrescentade anti-soro de cabra anti-lgG de
coelho marcade com peroxidase (1ug/mL). O substraio e a revelacdo

foram realizados de acordo com o procedimento descrito anteriormente.

4.5 SDS-PAGE

Para realizagdo da eletroforese, utiizou-se 0 protocolo
proposto por Laemmli®® (1970), que consistia na utilizagdo de um gel de
separagdo linear a 10% de acrilamida e um gel de concentragcao
polimerizados entre duas placas de vidro, separadas por espagadores de
0.8mm de espessura. Os géis foram preparados a partir de solucbes
estoque contendo 30% de peso de acrilamida e N,N-bismetilencacrilamida
(SIGMA).

No gel de separagéo, a polimerizacao foi feita em solugéo

contendo 0,375M de Tris-HCL, pH 8,8 ¢ 0,1% de SDS, em presenga de
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TEMED e persulfato de aménio (SIGMA). O gel de concentragéo foi
polimerizado em presenca de 0,125M de Tris-HCL pH 6,8 e 0,1 % de
SDS, 0,1% de persulfato de amoénio e 0,05% de TEMED.

As amostras dos antigenos foram preparadas em tampéo de
amostra (0,0625M de Tris-HCL pH 6,8, 20% SDS, 10% Glicerol e 0,005%
de azul de bromofenol) adicionado de 5% de 2-mercaptoetanol (SIGMA),
como agente redutor e aguecidas a 100°C, por um minutoc. Paralelamente
as amostras analisadas, em cada corrida foi utilizada uma mistura de
proteinas de tamanho molecular conhecido que serviu como referéncia
{marcadores de PM — PHARMACIA, fosforilase b 94kDa, soro albumina
bovina 67 kDa, anidrase carb6énica 30 kDa, inibidor da tripsina 20,1 kDa,
lactoalbumina 14,4kDa). A corrida foi processada no sistema Mini-
Protean 1l {BIO-RAD)} a 25mA em tampéo Tris 0,025 M, Glicina 0,192 e
SDS 0,1%, pH 8,3, até que o corante azul de bromofenol atingisse o fim

do gel.

4.6 Western-blotting

A técnica de Western-blotting foi desenvolvida de acordo
com Towbin et al.”’ (1979). Apds a eletroforese em gel de poliacrilamida,
foi obtida a réplica do gel em nitrocelulose entre seis folhas de pape!

Whatman n°3 e duas esponjas embebidas em tamp&o de transferéncia

{Tris 0,025M, Glicina 0,192M e metanol 20%)
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A transferéncia eletroforética foi realizada por 18 horas, a
50 V, numa cuba Mini Trans-Blot Cell (BIO-RAD) equipada com uma fonte
Power Pac 300 (BIO-RAD). Para monitorar a transferéncia, a nitrocelulose
foi corada pelo Ponceau S 0,05% em A&cido tricloraceticc (TCA) 3%, 5
minutos e descorada com agua destilada. Os padrdes foram marcados e
as colunas individualizadas. A seguir, os sitios livres da nitrocelulose
foram saturados com PBS contendo 0,1% de Tween 20 (PBS-T) e 5% de
feite em pd desnatado (Molico-Nestlé), por duas horas, sob agitagdo. Em
seguida, a nitrocelulose foi Incubada por toda a noite, com © anticorpo
monocional diluide ne mesmec tamp&o, por duas horas, a 25°C, sob
agitacéo.

A seguir, a nitrocelulose foi lavada cinco vezes com PBS-
T e incubada com um conjugado anti-IgG ou anti-IgM de camundongo
marcado com a peroxidase. Apds este periodo, as fitas foram novamente
lavadas com PBS-T e posteriormente incubadas com 6mg do substrato
diaminobenzidina (DAB - SIGMA) em 10mL de Tris-HCL, 0,1M, pH 7.5 e
0,03% de H.0.. Apds a revelacdo, a reagée foi bloqueada por mulltiplas

passsagens em agua destilada.
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4.7 Purificacao do anticorpo monoclonal

Cerca de 0,5mL de fluido ascitico foram adicionados a um
volume de 1,5mL do reagente 1 (E-Z.SEP-IgM Pharmacia) e incubado
por trinta minutos a T.A. Apés, a amostra foi centrifugada a 3500rpm, por
trinta minutos, a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e o precipitado
ressuspenso em 0,5mL de agua deionizada e incubado a 10 minutos T A,
A seguir foram adicionados 0,6mL do reagente 2, e a mistura novamente
incubada por mais trinta minutos e posteriormente centrifugada a
3500rpm, por meia hora, a 4°C. O sobrenadante foi entao desprezado e o
precipitado, contendo a IgM monoclonal, ressuspenso num volume

equivalente ao volume inicial da ascite em tampao fosfato pH 9,0.

4.8 Cepas de Candida

Foram utilizadas 32 cepas de Candida provenientes de
quatro instituigdes: C.albicans ( FCF 14, FCF14,1, ICB7, E37, P54, ICB11,
P79, ICB17B, 28A); C. tropicalis (FCF 427, FCF164, 16A, 73, 74, 75,
23C); C.krusei (FO31b); C.parapsilosis (ICB06, ICB02, ICB122); C.
guillermondii (FCF152, FCF158, FCF205, ICB06, ICB76); C. stellatoidea
{10C); C.dubliniensis (CD3, CD5, CD36, CD4, CD2, CD1). As cepas com
as iniciais FCF e ICB foram obtidas na micoteca da Faculdade de

Ciéncias Farmacéuticas(USP) e do Instituto de Ciéncia Biomédicas{USP)
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respectivamente. As cepas de C. dubliniensis foram doadas pela
Faculdade de Odontologia de Piracicaba — UNICAMP. As demais foram
isoladas no laboratéric de Microbiologia da Faculdade de Odontologia de
Séo José dos Campos por Shimizu et al. %% (1988 e 1995). As cepas
foram mantidas em tubo de ensaio contendo agar Sabouraud dextrose
inclinade {(DIFCO), a 8°C aproximadamente, com repiques mensais. Apos
48 horas, a 37°C, o crescimento foi coletado com alga de platina e
colocado em tubos de 1,7 mbL devidamente pesados. Em seguida
acrescentou-se o tampéo de amostra na razao direta do peso Uumido de

cada amostra.

15mg (pesc umido) 50uL (Tampé&o)
8mg X
X = 26,06uL

FIGURA 1- Representagio do calculo da quantidade de tamp&o aplicado
a cada amostra de Candida.

4.9 DOT-BLOT

As amostras foram preparadas de acordo com o item 4.8,
fervidas e aplicadas na nitrocelulose {2ul por ponto) e incubadas na
estufa a 37°C, por uma hora. Apods, a nitrocelutose foi lavada com PBS-T

por uma hora e blogueada com PBS-T-Leite, duas horas, a T.A, sob
agitac8o. Seguiu-se a incubagéo com o Acmo 76C 1/100, duas horas, a

T.A., sob agitacao e mais uma etapa de lavagem.
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O imunecomplexo foi revelado com anti-igM de
camundongo marcado com peroxidase (1ug/mL} 1 hora, a T.A, sob
agitag@o. Depois foi acrescentado o substrato da peroxidase que consistia
de 6mg de diaminobenzidina (DAB) em 10mL de tampéc Tris-HC!, 01M,
pH 7,5 e 0,03% de H,02 Apds o desenvolvimento da cor, a reagéo fo

blogueada lavando-se a nitrocelulose em dgua destilada.

4.10 Cromatografia de afinidade em concanavalina A-Sepharose

Foi preparada uma coluna de 5mL de concanavalina A-
SepharosedB (PHARMACIA) em coluna plastica (Bio-Rad) de dois cm de
altura x 2,3cm de didmetro. A coluna foi saturada com Tris-HCL10mM,
pH7,2, NaCl 0,5M, MgCl, 1mM, CaCl, 1mM e azida sddica 0,02%. A
fragdo rica em manana (30mg) foi dissolvida em 5mL do tampéo da
coluna, adicionado de PMSF 2mM e aplicada. O antigeno foi aplicado em
fluxo lento e o efluente recolhido & a coluna lavada com 20 volumes de
tamp&o até que a D.O. a 280nm chegasse a 0,02.

A eluicao foi feita com ametilmanopiranosides 0,2M em
Tris-HCI 10mM pH7,2. O eluate e o efluente foram dialisados contra 2 L

de agua destilada e liofilizados.



52

4.11 Oxidacao pelo metaperiodato

A placa de ELISA sensibilizada com a manano-proteina
em PBS foi inicialmente lavada trés vezes com tampdo acetato de sédio
0,1M, pH 5,5. Logo apds, a mesma foi incubada com metaperiodato de
sodio preparado em agua destilada e depois diluido em tampéo acetato
de sédio 0,1 M, de tal forma gue a concentracao final situasse em torno
de 5SmM, por 30 minutos, a 4°C, no escuro. A seguir, a placa foi
novamente lavada com PBS e o agente de terminacdo adicionado as
placas. O agente utilizado neste tratamento foi sacarose 0,5M em PBS.
Apds mais 30 minutos de incubagdo, a placa foi novamente lavada em

PBS e areacéo de ELISA foi desenvolvida conforme o item 4.4.1.

4,12 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a2 analise
estatistica através dos testes ANOVA, teste de TUKEY ao nivel de 5% e
analise de regressao linear ( Anexo B). A analise estatistica foi realizada

através do programa Sigma Stat (versdo 2.03,1997).



5 RESULTADOS

5.1 Preparo do antigeno e imuniza¢do dos camundongos

Candida albicans, cepa ICB7, foi cultivada em meio
Sabouraud e o antigeno citoplasmético preparado apds lise dos
blastosporos com pérolas de vidro, por 18 horas, a 4°C. A concentracio
de protefna nesta preparacéo foi mensurada pelo método de Bradford®
(1976) e era cerca de 120ug de proteina por miligrama de peso seco do
antigenc (AgC/Ca). Desta forma, na imunizagdo dos camundongos foram

utilizados 24 ug de proteina por animal & no booster foram administrados

48ug de proteina em PBS por via intraperitoneal, por camundongo.

5.2 Isolamento do anticorpo monoclonal 76C anti-Candida albicans

Para viabilizar a metodologia de producac do anticorpo
monocional, foi necessario realizar duas fusfes celulares até a obtencéo
do clone produtor de anticorpo anti-Candida.

Na primeira fuséo foram selecionados, por microscopia,

34 pontos positivos em sete placas de cultura (5%). Os pontos positivos
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foram identificados por microscopia e testados por ELISA, utilizando um
conjugado anti-igG, IgA, IgM de camundongo marcado com peroxidase, o
gue resuliou em 18 pontos de interesse (2,67%), ou seja, reativos com
AgC/Ca. Destes 18 pontos foram clonados os de maior reatividade.

Os clones resultantes desta fusdo perderam-se por
contaminacdo das culturas com fungos. Em caso de contaminacdo

|

recente, utilizadvamos anfoterid:ina B, obtendo desta forma, boa
recuperacdo dos clones. Porém quande a contaminacdo fungica ja era
bem evidente, o tratamento ndo surtiz efeito e 0s clones eram
desprezados. Por duas vezes foi necessario recomecar 0Ss
procedimentos de imunizacdo e realizar novas fusfes celulares. Num
segundo experimento, também trocou-se o meio de cultura a cada cinco
dias. O monitoramento dos clones foi realizado por microscopia e ELISA.
Um més apds, iniciamos a clonagem de 27 pontos produtores de
anticorpos (Quadro 1). Destes 27 pontos, dois foram selecionados por
serem os mais reativos com o AgC/Ca. Estes hibridos foram clonados por
diluigdo limite e expandidos in vitro e in vive como o objetive de produzir
anticorpc em maior quantidade. Dois clones denominados (76C) e (316)
mantiveram-se estaveis e foram reclonados mais duas vezes. No
procedimento de isotipagem, os clones foram caracterizados como IgMk
monoclonal (76C )} e 1gG2bx monoclonal (316). A estabilidade do clone

316 reduziu-se apds dois meses de manutencdo em laboratério, com

perda significativa da producdo de anticorpo. Paralelamente, o clone
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76C, cultivado em garrafa, mostrou-se estavel o que nos permitiu expandi-
lo e produzir um grande ndmero de células. O clone 76C foi ento
inoculado no peritdbneo de quatro camundongos BALB/c, previamente
tratados com pristane. Apds nove dias, a ascite foi removida e as células
hibridas  foram guardadas em liquido de congelagdo (Anexo A) e
mantidas em nitrogénio liguido. Todas as ascites foram centrifugadas e

conservadas a -20°C, apds adi¢do de azida sédica 0,1%.



Quadro 1 - Protocolo usado na preparagao do anticorpo monoclonal 76C

28/11/99 | 30/11/99 6/12/99 13/12/99 18/01/00 03/02/00 24/02/00 14/03/00 21/3/00
Feeder Fusido Troca do meio Microscopia Reclonagem ELISA Injecéo de | Congelamento Injegdo dos
layer RPMI + HAT 27 pontos dos hibridos Anti- pristane | de células em | camumdongos
positivos 76C e 316 1gG,lgA IgM nitrogénio
(4,01%) (0,29%)
ELISA Expansdo
Anti- IgG,IgA,IgM in vitro do
Clonagem dos clone
pontos positivos 76C e 316

9s
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5.3 Caracterizagdao do anticorpo 76C

5.3.1 Isotipagem

Os resultados da isotipagem do anticorpo monoclonal 76C
sdo apresentados na Figura 2. Como pode ser observado, o anticorpo
76C & uma imuneglobulina M monoclonal com cadeias leves do tipo
Kappa.

Para proceder a este teste foi necessario purificar o
anticorpo 76C. O sistema E-Z-Sep IgM (Pharmacia) permitiu-nos a
purificagdo deste is6tipo de imuneglobulina nas ascites e nos soros de

camundongo.

Isotipagem do 76C
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FIGURA 2 — ELISA. Isotipagem do Acmo 76C. Anticorpos de coelho anti-
is6tipos de imuneglobulinas de camundongo, anti-
subclasses de IgG e anti-cadeias leves. Conjugado anti-igG
de coelho - peroxidase.

DO 492nm
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5.3.2 Reatividade do anticorpo monoclonal 76C

O anticorpo 76C foi testado em ELISA frente o AgC/ca
(Figura 3). No grafico abaixo, pode-se observar que a reatividade do
Acmo €& acentuada e estatisticamente significante, p<0.001, em todas as
diluigbes testadas, quando comparado com a reatividade de IgM

purificada dos soros de camundongos, normal e imunizado.

Reatividade do Acmo 76C

35

DO 492 nm

40 35 30 25 20 15 10 5 0 -5
Microgramas / mL

FIGURA 3 — ELISA. Reatividade do Acmo 76C. Reatividade com o
AgC/Ca. IgM monoclonal (M) 40 pg/mL, IgM do soro
normal (N) de camundongo 40 pg/mL, IgM do soro de
camundongo imunizado (I) com C. albicans 40 pg/mL.
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Na Figura 4 pode-se observar a reatividade do Acmo
76C com manana-proteina liberada das células de Candida apoés fervura
da cultura por 15 minutos. A diferengca em reatividade & estatisticamente

significante para p<0,05.

Reatividade do Acmo 76C
Manano-Proteina

07 -
06 °
05
04 -
03
02
01

0

DO 492nm

40 35 30 26 20 15 10 & O
Microgramas/mL

FIGURA 4 — ELISA. Reatividade do Acmo 76C com manano-proteina
presente no sobrenadante de cultura de Candida albicans.
Conjugado anti-igM de camundongo-peroxidase.
Anticorpos a 40pg/mL.
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Na Figura 5, a fragdo manano-proteina, preparada de
acordo com o protocolo do item 4.1.2, foi analisada em ELISA e a
reatividade do Acmo 76C comparada com uma IgM normal de
camundongo. A reatividade do anticorpo 76C & estatisticamente

significante em todas as diluigdes testadas.

DO 492 nm

FIGURA 5 — ELISA. Reatividade do Acmo 76C com manano-proteina
presente no sobrenadante de células de Candida albicans
fervidas em tampao PBS. Anticorpos a 40pg/mL.
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Na Figura 6 pode-se observar que a reatividade de 76C
frente a fracdo eluida da coluna de concanavalina A com ametil
manopiranosideo ndo é muito elevada, quando comparada com IgM
normal de camundongo. Os testes estatisticos (ANOVA e Regressao

Linear) mostraram que nao exite diferenga entre os valores obtidos.

Manano-proteina

Microgramas/mL

FIGURA 6 — ELISA. Reatividade do Acmo 76C com eluato da coluna de
concanavalina A- sepharose. Eluicdo: 0.1M de o metil-
manopiranosideo. Anticorpos a 40pg/mL
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5.3.3 Western-blotting

A Figura 7 pode-se observar a reatividade do anticorpo
monoclonal 76C com duas proteinas: a fosforilase B (94kDa) e anidrase carbénica
(30kDa), ambas de origem bovina e também com anidrase carbdnica de origem
humana. Nenhuma reatividade foi observada com blastdésporos inteiros de C.

albicans ou com o AgC/Ca pela técnica de Western-blotting.

94 kDa—>
67 kDa—

3 KkDa—

30 kDa—

FIGURA 7 — Western-blotting. 1 - Reatividade do anticorpo monoclonal 76C com
fosforilase B (94 kDa) e com anidrase carbénica (30 kDa) 2 -
anidrase carbdnica humana.
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5.3.4 DOT BLOT

Na Figura 8, apresentamos os resultados da reatividade
do anticorpo monoclonal 76C com diferentes cepas de Candida albicans e
outras espécies do mesmo género.

Como pode ser observado no Quadro 2, alguns isolados
de Candida albicans néo reagiram com este monoclonal . O mesmo

ocorreu com outras espécies analisadas.
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Nimero Cepal/Espécie Nimero CepalEspécie

1 E37 C. albicans S ¥ ICB17B  C. albicans

2 ICB11  C. albicans 18 FCF158 C. guillermondii
3 75 C. tropicalis 19 FCF14 C. albicans

4 ICB 06 C.parapsilosis 20 ICB06 C. guilliermondii
5 16A C.tropicalis 21 ICB76 C. guilliermondii
6 ICB7 C. albicans 22 28A C. albicans

43 FCF205 C. guillermondii 23 ICB122  C. parapsilosis
8 FCF14-1 C. albicans 24 CD3 C. dubliniensis
9 74 C. tropicalis 25 CD5 C. dubliniensis
10 ICB2 C. parapsilosis 26 CD36 C. dubliniensis
11 73 C. tropicalis 27 CD4 C. dubliniensis
12 P79 C. albicans 28 CD2 C. dubliniensis
13 10C C. stellatoidea 29 CD1 C. dubliniensis
14 P54 C.albicans 30 164 C. tropicalis

15 FCF427 C. tropicalis 31 FCF152 C. guilliermondii
16 23C C.tropicalis 32 31B C. krusei

FIGURA 8 - DOT BLOT . Reatividade do anticorpo monoclonal 76C frente
a diversas espécies de Candida.




Candida com o anticorpo monoclonal 76C.

ESPECIE

CEPA

REATIVIDADE
COM
76C

C.albicans

FCF 14
E 37
ICB11
ICB7
FCF14-1
P79
P54
17B
28A

C. tropicalis

FCF 427
75
FCF164
74
73
23C
16A

C. parapsilosis

ICB 06
ICB2
ICB122

C. guillermondii

FCF205
FCF158
ICB06
ICB76
FCF152

C. stellatoidea

10C

C. dubliniensis

CD1
CD2
CD3
CD4
CD5
CD36

+/-

C. krusei

31B

+

*Consideradas as cepas de forte reatividade.
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Quadro 2 — Resultado Dot Blot. Reatividade de diversas espécies de
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5.3.5 Oxidagéao pelo metaperiodato

Na Figura 9 é apresentado o resultado da oxidac&o branda
da mananoproteina pelo metaperiodato. A reatividade do anticorpo

monoclonal 76C néo foi modificada frente ao tratamento do antigeno.

Reatividade do 76C apoés tratamento da
mananoproteina com metaperiodato

1,2

DO (492 nm)

Diluigdo ( microgramas/mL ) | _s  mananoproteina
—&— mananoproteina tratada |

FIGURA 9 - ELISA. Reatividade do 76C apés tratamento da manano-
proteina com metaperiodato de sédio.



6 DISCUSSAQ

A utilizagdo de anticorpos monocionais no diagndstico
das candidoses sistémicas tem sido investigada por muitos pesquisadores
(Cassone®™ 1988; Poulain et al.**1991; Bernardis et a.°1993; Marcilla
et al.®¥1998). Consideraveis tentativas foram feitas no sentido de
desenvolver testes sorologicos para detecgio de anticorpos efou
antigenos que possam comprovar a invasé@o tecidual por Candida
albicans. Para isso, inUmeras técnicas bioguimicas e imunoldgicas foram
aplicadas, tais como Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE),
imunodifusao, contraimunoeletroforese, western-blotting,
imunofluorescéncia direta, ELISA com avidina-bictina e aglutinagdo pelo
latex (Lehmann & Reiss™, 1980; Gatermann et al.®, 1986; Hoopwood et
al.® 1986; Ferreira et al.’® 1990; Nakamura et al.¥,1991). O advento dos
anticorpos monocionais methorou a especificidade de muitas dessas
técnicas, porém nenhum método sorol6gico para detecgéo de antigeno de
Candida pode ser considerado definitivo ac ponto de ser empregado

rotineiramente.

A composigdo antigénica da parede celular de Candida

albicans tem sido bastante estudada visando a identificacdo de antigenos
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de relevancia para o diagnodstico clinico. Muitos desses experimentos
deram destague & manana, como um dos principais antigenos de
Candida (Lehmann & Reiss®, 1980; Domer et al.'®1986; Sundstrom et
al®, 1988; Nakamura et al.*’,1991; Bernardis et al® 1993; Han &
Cutler® 1995; Han & Cutler™ 1997; Sendid et al.?’,1999). Uma
dificuldade encontrada por muitos pesquisadores foi o carater transitério
da manana presente no soro de pacientes com candidose sistémica.
Segundo Suzuki et al.”® (1988), pacientes com candidose gastrointestinal
s80 soronegativos para manana, porém, tornam-se positivos com a
evolugdo para candidose sistémica. Van Deventer et al’® (1996)
observaram que os anticorpos anti-manana aumentam somente apods as
culturas de tecidos profundos tornarem-se positivas para Candida
albicans. O titulo de anticorpos anti-manana eleva-se em individuos
imunocomprometidos duas semanas apos o inicio da candidose invasiva.
Porem, se os individuos estiverem apenas colonizados ©s anticorpos
anti-manana mantem-se estaveis ou diminuiem em titulo. Empregando a
técnica de inibigdo de hemagiutinagdo, Weiner & Yount’” (1976),
concluiram que 0s pequenos fragmentos de manana em imunecomplexos
soluveis podem nao reagir com o anticorpo, ndo sendo portanto

detectaveis nos testes de precipitacdo e ELISA sanduiche.

O presente trabalho tinha por objetivo desenvolver
reagentes que pudessem ser Uteis no diagnodstico das candidoses

sistémicas. Assim, iniciamos o trabalho preparando anticorpos policlonais




69

capazes de detectar antigenos de Candida. Para isso, elegemos, como
antigeno, uma preparagédo de polipeptideos obtidos apds ruptura dos
blastésporos de C. albicans com pérolas de vidro. Pertanto, na
preparacdo antigénica utilizada, contavamos com polipeptideos
citoplasmaticos de Candida, mas também com glicocenjugados derivados
da parede, constituidos de manano-proteina e glucane-proteina. Nossas
primeiras tentativas de produc¢éo de anticorpos policlonais anti-C.albicans
em camundongos e coelhos foram frustrantes. Os animais respondiam
fracamente & imunizagdo, ou néo respondiam. Estudando a literatura
sobre o assunto, suspeitamos que este fendmeno poderia ser atribuido a
imunossupressdo induzida pelo alto conteudo de polissacaridecs na
preparacio antigénica utilizada.

Apos esta experiéncia, decidimos optar pela preparacéo
de um anticorpe monoclonal que reconhecesse leveduras do género
Candida. Usando a mesma preparagdo antigénica e com intengao de
produzir um anticorpo monoclonal para um componente protéico,
concentramos nossa aten¢do na pesquisa de IgG. Entretanto, apds
exaustiva procura, verificamos gue contavamos tdo somente com um
anticorpo monoclonal do isotipo IgM (lgMk) e com especificidade, ao que
tudo indicava, para um componente ricc em carboidrato.

Em nossa experiéncia, ficou evidente, o baixo percentual
de positividade alcancada nas fusbes realizadas. Na verdade, a

porcentagem de hibridos obtidos situava-se dentro dos limites esperados,
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quando as placas eram inspecionadas ao microscépio invertido, porem,
ao analisar o parametro especificidade, ressaltava a baixa produ¢ac de
hibridos., Nossos resultados ficaram aquém dos apresentados por outros
pesquisadores, Kolher & Mi[steins“(1975), obtiveram 3% de clones
positivos para a produgao de anticorpos quande testados pela técnica de
placa indireta. Os mesmos autores, em outro experimento, relatam que a
populagdo de células hibridas foi estudada e analisada por diluicao limite
e, de 157 células hibridas independentes, somente 15 eram capazes de
produzir anticorpos. Em nosso estudo, na primeira fusdo, obtivemos
2,67% de clones positivos para Candida (Quadro ). A maioria, porém,
perdeu-se nas clonagens subseqientes. Na segunda fusdo conseguimos
apenas 0,29% de clones positivos, percentual muito baixo quando
comparado a outras fusbes realizadas em nosso laboratério, cujas cifras
atingiam um percentual de 0,74 a 1,48% (Unterkircher et al.”* 1999).
Cassone et al.™ (1988) relatam que na produgdo do anticorpo
monocional AF-1, 14 dias apés o inicio da fus@o, somente 2 de 384
orificios foram positivos para o antigeno pesquisado, ou seja, um
percentual de 0,62% de chance de se obter um anticorpo especifico. Este
percentual é similar aos resultados obtidos neste trabalho.

O clone 76C, sintetizando um anticorpo IgMk, reativo com
AgC/Ca foi o Unico que se manteve estavel apds vérias clonagens, e, por
esta razdo, foi expandido in vitro e in vivo. A ascite derivada do clone foi

testada com diferentes amostras de Candida albicans e com outras
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espécies do mesmo género. Nem todas as amostras de C.afbicans foram
reconhecidas por 76C, ou porque o© antigenoc-alvo n&o ocorre em todas
as amostras ou nao é acessivel em determinados casos. Como ©
antigeno reconhecido por 76C € termoestavel e ndo pode ser evidenciado
na eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS, sugerimos que seja de
natureza glicidica e faga parte da manano-proteina da parede celular de
Candida. Se assim for, a diferenga de reatividade pode ser devida ao
comprimento dos oligomanosideos liberados da parede celular efou ao
tipo de ligagdo terminal envolvida nos cligomanosideos da manana. De
acordo com Peat et al.®' (1961), Zhang & Ballou’® (1981) e Jaquinot et
al.®' (1998), os oligomanosideos de manana podem ser O- ou N- ligados.
A parte N-ligada é acido estavel e consiste de res/duos de manopiranose
al-2 e «1-3 com terminais B1-2 na Candida albicans, sorotipo A. O
dominio &cido labil é constituido por homopolimeros de oligomanosideos
B1-2 e dependendo do comprimente e do tipo de ligacdo da cadeia
manosil, as oligomanoses interagem de forma altamente especifica com
anticorpos. Neste trabalho, as amostras de Candida albicans utilizadas
nao foram tipadas, assim ndoc temos informacdo dos sorotipos usados.

A reatividade do anticorpo monocional 76C em ELISA e
no dot blot € a auséncia de marcagdo de um polipeptideo no AgC/Ca, na
técnica de Western-blotting, refor¢a a hipotese de um epitopo de
natureza glicidica associado @ manana. Devemos considerar que 0s

fragmentos de manana sao muitc grandes e ndo penetram no gel de
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poliacrilamida, impossikilitando sua analise na técnica de Western-
blotting. A andlise dos fragmentos de manana exigiria hidrélise acida
parcial & outras técnicas, ainda n&o desenvolvidas em nosso laboratério,
gue pudessem nos conduzir a um resultade conclusivo. O dot blot
mostrou-se relevante na detecgio do epitopo reativo em 87,5% das
amostras de Candida testadas, sugerindo que tal epitopo faca parte de
um glicoconjugado, pois polissacarideos puros ndo ligam faciimente &
nitrocelulose nas condi¢cdes usdas. Estudos empregando a técnica de dot
blot para detecgdo de manana circulante ja foram empregados por muitos
pesquisadores. Sendid et al.®' (1999) padronizaram um teste diagndstico
para Candida baseado no dot blot com sensibilidade para detectar
0,1ng/mL de antigeno. Similarmente, Bernardis et al®> {1993) foram
capazes de reconhecer 2 a Sng/mL de manana em ensaios aplicando dot
blot associado a um anticorpo monoclonal denominado AF-1 e Reboli™
(1993) observou que empregando anticorpo policlonal de coelho anti-
Candida, quantidades téo pequenas de manana, como 1 ng/mL, podiam
ser detectadas no soro de pacientes.

As cepas de Candida afbicans testadas néo foram
submetidas a sorotipagem. Estudos relacionados  a sorotipagem
mostraram que C. albicans sorotipo A contém determinantes antigénicos
ndo detectaveis em Candida sorctipo B (Summers et al®® 1964).
Lehmann & Reiss ® (1980) afirmam que as propriedades dos sorotipos

de mananas sao diferentes e a reatividade com o anticorpo também. Anti-
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peptideoglucanos e anti-parede celular, estudados na literatura, reagem
fortemente com o sorotipo B.

O antigeno reconhecido pelo anticorpo 76C foi purificado
em concanavalina A e sua reatividade detectada em ELISA. A lecting,
concanavalina A, liga-se especificamente a residuos de o-D-
glucopiranose terminais ndo redutores ou O-2 substituidos, presentes em
polissacarideos e glicoproteinas. Esta lectina tem sido muito usada para
detectar estes residuos em fungos e leveduras. A demonstracdoc que a
molécula reconhecida pelo 76C tem g&finidade por concanavalina A
também reforca nossa suspeita de tratar-se de manano-proteina. A baixa
reatividade observada em ELISA pode ser atribuida a pequena
guantidade de antigeno usada na sensibilizacdo das placas ocu mesmo a
dificuldade em sensibilizar uma placa com um glicoconjugado contendo
uma parte glicidica preponderante.

Também avaliamos se a oxidagdo pelo metaperiodatc de
sédio poderia reduzir ou eliminar a reatividade dc Acmo 76C pela
manano-proteina ligada & placa de ELISA. Surpreendentemente, este
fendémeno ndc ocorreu. Nenhuma diferenga significante foi observada
entre o controle e o antigeno tratado. Entretanto é importante analisar o
modo de acdo do metaperiodato. O metaperiodato € um dos reagentes
mais utilizados para gerar grupos aldeidos sobre glicoconjugados. Ele
oxida especialmente os didis vicinais nas unidades de agucar e é

comumente usado na andlise quimica de oligossacarideos pela
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degradacdo de Smith. A susceptibilidade de um glicoconjugado a
oxidagdo pelo metaperiodato varia muito e precisa ser determinada
empiricamente. Assim, este resuitado nao exclui de forma alguma nossa
hipétese inicial, mas sugere que uma série de experimentos sejam
necessarios para se determinar a sensibilidade deste antigenc a oxidacéo
pelo metapericdato (O'Shannessy & Wilchek *°,1990).

A natureza quimica do epitopo reconhecido nio foi
completamente definida e exigird novos ensaios com  enzimas
protecliticas e testes de inibicdo de reatividade com carbeidratos. A
resisténcia da manano-proteina a oxidagdc branda pelc metaperiodato
obervada no presente estudo diverge de outros trabalhos, como os
relatados por Bernardis et al.® (1993) e também por Gomez et al.?®(1996).

Na técnica de Western-bloiting, o acmo 76C reagiu
cruzado com duas enzimas de mamiferos, a anidrase carbbnica tipo |l de
origem bovina (30kDa) e fosforilase B (94 kDa) e também com anidrase
carbonica tipo 1l de origem humana. Este comportamento comprova a
existéncia de um epitopo comum entre estas moléculas e o antigeno
presente na parede das leveduras. Como estas enzimas sao
glicoproteinas, o epitopo homdlogo deve ser o terminal de carboidrato.
Reatividade cruzada de anticorpos monoclonais anti-Candida com
proteinas de mamiferos, com receptores do sistema complemento (CR2)
(Heidenreich & Dierich® 1985, Edwards Junior et al.'”’, 1986; Mayer et

al.® 1990 Lee & Chun®, 1997) e enolase, (Mathews & Burnie* 1988
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apud in Nakamura et al.¥’,1991; Reboli® 1993}, ja foi citada na literatura.
A enolase é uma enzima de 48kDa que participa da via glicolitica, e que
foi identificada como antigeno imunodominante nas infeccbes por
Candida e considerada um importante alérgeno fungico (Ballantyne &
Warmington®, 2000). Kanbe et al.**(1996) correlacionaram a presencga de
anticorpo IgE para fosfomananoproteina de C. albicans com quadros

alérgicos em humanos.

Novos estudos deverdo ser realizados com o Acmo 76C
visando seu uso na pesquisa de manano-proteina no soro de pacientes
com candidose invasiva € em estudos imunogquimicos de glicoconjugados

em leveduras do género Candida.




7 CONCLUSOES

Considerando a metodologia empregada neste trabalho e

0s resultados apresentados nesta pesquisa, podemos concluir

a) o acmo 76C é reativo com a manano-proteina
presente na parede de (. albicans e de outras

espécies de Candida,

b) o epitopo reconhecido pelo acmo 76C na manano-
proteina & termoestavel, mas resistente a oxidagédo

branda pelo metapericdato,

¢} o acmoe 76C é uma IgMx;

d) no Western-blotting, o acmo 76C ndo reagiu com
antigeno citoplasmatico de C.afbicans (AgC/Ca)

utilizado na imunizagéo dos camundongos.

e} no Wesfern-blofting, © acmo 76C apresentou
reatividade cruzada com duas glicoproteinas de
mamiferos, a fosforilase B € a anidrase carbdnica tipo
i)
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ANEXO ~ A Procedimentos realizados na producéo de

anticorpo monoclonail

1. Meio RPMI 1640 ( SIGMA)

Estoque

RPIML.... oot 5,29
NaHCO 3 ..o 1,09
HEPES . ..ottt e en e 2,87g
GentamiCing.........cccoo oo, 20mg
HoO e 500mL

Acertar o pH para 7,2 com NaOH 0,1M. Meio esterilizado por

filtracdo ( membrana Millipore 0,22um).

2. Meio RPMI 1640 Completo (SIGMA)

R M. e 90mL
L-Glutamina.........ccoovveiiicr e (200mM).....2mL
BME ..o oeeeeeeeeeeee e eees e, (14mM).......0,35mL
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3. Células alimentadoras “Feeder Layer”

Vinte de quatro horas antes da fuséo, um camundongo Balb/c
de dois meses de idade, foi sacrificade e o bago removido em condigbes
assépticas.

O baco foi macerado e as células esplénicas lavadas duas
vezes em RPMI e entdo suspensas em 50mL de RPMI completo.
Posteriormente, estas células foram distribuidas na razéo de 1,7x10° por
orificio da placa de cultura (COSTAR — 96 furos). No momento da fusao, o
meio de cultura fol retirade e substituido pelo RPMI completo + HAT,

contendo as células fusionadas.

4. Agar Sabouraud

DexXtrosSe....cooovvvev v 40g
Peptona. ..., 10g
AGAT. oo 15g
Agua destilada.............ccocoveviericien, 1000mL

Ferver em banho-maria a dagua e o agar até dissolucdo

completa. Adicionar a dextrose e a peptona. Agitar. Distribuir e autoclavar

a 120°C durante 15 minutos.
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5. Produgédo da ascite

Injetar 0,5ml. de pristane por via intra peritoneal em
camundonge Balb/c com oito semanas de idade. Apés 10 dias, injetar
cerca de 10%a 5 x 10° células do clone selecionado. Recother a ascite (2

a 10mL) duas a trés semanas mais tarde.

6. Meio para congelamento de células
RPMI Completo
20%Soro fetal bovino

20%de Glicerol ou DMSO
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ANEXO B -ESTATISTICA *

FIGURA 3 ~ Foi realizado o teste de ANOVA seguido do teste de Tukey a
nivel de 5%, comparando o anticorpo menoclonal 76C com
IgM imune e IgM normal, sendo estatisticamente significante
ou seja p<0.001. A comparagéo das médias entre os
anticorpos IgM normal e IgM imune n&o foram
estatisticamente significantes.

FIGURA 4 - Foi efetuado a ANOVA para a anélise de regresséac linear e
verificou-se que p<0,05, ou seja os valores médios
apresentados pelos anticorpos 76C e IgMN sdo
estatisticamente significantes para os dados em andlise :
microgramas x mL versus Densidade dptica (D.O).

FIGURA 5 — Foi efetuado a ANOVA para a andlise de regressao linear e
verificou-se que p<0,05, ou seja os valores médios
apresentados pelos anticorpos 76C e IgMn  sdo
estatisticamente significantes para os dados em andlise :
microgramas x ml versus Densidade optica (D.O).

FIGURA 6 — Foi efetuado a ANOVA para a analise de regresséo linear e
verificou-se que p>0,05, ou seja os valores médios
apresentados pelos anticorpos 76C e IgMn ndo séo
estatisticamente significantes para os dados em analise .
microgramas x mL versus Densidade 6ptica {D.O).

FIGURA 9 — Foi efetuado a ANOVA para a analise de regressao linear e
verificou-se que p>0,05 ou seja os valores meédios
apresentados pela mananoproteina e mananoproteina tratada
com metaperiodatc em ELISA, nZo sdo estatisticamente
significantes para os dados em analise: microgramas x mL
versus Densidade optica (D.O).

*A analise estatistica foi realizada através do Programa Sigma Stat,
versao (2.03,1897).
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ABSTRACT

The aim of this study was to obtain a reaclive monoclonal antibody against
Candida albicans. Spleen cells of BALB/c mice previously immunized with
Candida were fused in vitro with mieloma cells Sp2-OAg14. The resultant hybrid
cells were kept in culfure medium af 5% CO2. The suspension growing celfs were
tested by ELISA fo check the antibodies titer. The positive colonies were cloned
to achieve the monocional antibody and further expanded in mice peritoneum.
The antibedy produced was purified and isotyped. The monoclonal antibody was
denominated 76C. The 76C was djrected against mannoprotein molecules from
Candida cell surface, which has not yet been complefly investigated to find out
the specific nature of epitope. The antibody 76C was analysed by DOT BLOT
against different Candida species and there were positives results in 87,5% of
the tested samples. The monocional antibody 76C will be a useful fool fo
investigate oligomannoside epifope from mannan and could be applied in sera
diagnosis in invasive candidiasis and in studies of glicidic epitope.
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