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RESUMO

LANDGRAF, T. N. Monofosforil lipideo A e diidrolipoil desidrogenase de Paracoccidioides
brasiliensis tém efeito terapéutico na paracoccidiodomicose experimental. 129f. 2016. Tese
(Doutorado) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo
Preto, 2016.

Paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistémica causada por fungos dimorficos do
género Paracoccidioides — P. brasiliensis ou P. lutzii. A alta incidéncia da PCM no Brasil,
somada a gravidade que o quadro clinico pode assumir e ainda a auséncia de um antiflngico de
baixa toxicidade para tratamento de curta duracdo, motivaram a avaliacdo de adjuvantes e
caracterizagdo dos componentes antigénicos de P. brasiliensis em um modelo imunoterapéutico
de PCM. Assim, inicialmente, avaliou-se o efeito de monofosforil lipideo A (MPLA) de
Salmonella minnesota, PAM3CSKa, hidroxido de aluminio e AS04 em camundongos
cronicamente infectados com P. brasiliensis. Quando camundongos da linhagem BALB/c
foram infectados pela via intratraqueal com 3 x 10° leveduras de P. brasiliensis, tratados no dia
20 apds a infeccdo com um dos adjuvantes e analisados 30 dias apds a administracdo do
tratamento, observou-se que MPLA, ao contrario dos outros adjuvantes, induziu (1) uma
reducao significativa no nimero de unidades formadoras de col6nias (UFC), (2) uma expressiva
diminuicdo no nimero de granulomas e células fungicas no tecido pulmonar e (3) uma resposta
imunoldgica protetora (Thl) quando comparado aos animais controle tratados com PBS.
Quanto ao rastreamento de antigenos de P. brasiliensis candidatos a agentes terapéuticos,
evidenciou-se que as fracOes proteicas da preparacdo de exoantigenos (EXoAg) eram as mais
promissoras. Dentre essas fracfes, a que continha o ExoAg majoritario diidrolipoil
desidrogenase induziu maior porcentagem de proliferacdo de linfécitos T CD3* esplénicos de
camundongos infectados e tratados com MPLA. O gene de diidrolipoil desidrogenase foi
clonado em vetor de expressao e a proteina recombinante produzida, purificada e utilizada no
protocolo terapéutico da PCM experimental. Surpreendentemente, a administragao terapéutica
de diidrolipoil desidrogenase recombinante induziu uma reducéo significativa na contagem de
UFC dos animais infectados cronicamente com P. brasiliensis, mesmo na auséncia de
adjuvantes, o que nao foi observado quando foi administrada a preparacdo de ExoAg nos
animais. A localizagéo subcelular de diidrolipoil desidrogenase, por microscopia eletrénica de
transmissdo, utilizando anticorpos policlonais de camundongos contra essa proteina, mostrou
que a mesma esta localizada na mitocéndria e também no citoplasma. A analise da expressao
génica diferencial de diidrolipoil desidrogenase em P. brasiliensis mostrou que essa proteina é
significativamente mais expressa em leveduras em comparacdo a hifas e formas de transigéo.
Em conclusdo, nossos resultados mostram os efeitos benéficos de MPLA na PCM experimental
e sugerem que diidrolipoil desidrogenase é um alvo terapéutico potencial para o tratamento da
PCM.

Palavras-chave: Paracoccidioidomicose. Paracoccidioides brasiliensis.  Imunoterapia.
Adjuvantes. Monofosforil lipideo A. Antigenos. Diidrolipoil desidrogenase.



ABSTRACT

LANDGRAF, T. N. Monophosphoryl lipid A and diidrolipoil dehydrogenase from
Paracoccidioides brasiliensis have therapeutic effect on experimental paracoccidioidomycosis.
129p. 2016. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de
Séo Paulo, Ribeiréo Preto, 2016.

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic mycosis caused by the dimorphic fungus
Paracoccidioides — P. brasiliensis and P. lutzii. The high incidence of PCM in Brazil, added to
the severity of the disease and the absence of an antifungal that brings together low toxicity and
short-term treatment, led us to evaluate adjuvants and characterize antigenic components of P.
brasiliensis that could be used as immunotherapy in an experimental model of PCM. In this
work, firstly, we evaluated monophosphoryl lipid A (MPLA) from Salmonella minnesota,
PAM3CSK4, aluminum hydroxide and AS04 in mice chronically infected with P. brasiliensis.
When mice were infected intratracheally with 3 x 10° P. brasiliensis yeasts, treated with one of
the adjuvants or vehicle on day 20 postinfection, and analyzed 30 days after the treatment, we
observed that MPLA, unlike other adjuvants, induced (1) a significant reduction in the number
of colony forming units (CFU) in the lungs of the mice, (2) an expressive decrease of
granulomas and yeast cells in lung tissue, and (3) a more protective immune response (Th1l)
when compared with the control mice. Concerning to detection of antigens for PCM therapy,
we noticed that among the fractions of a preparation of exoantigens (ExoAg), the one containing
the protein identified as dihydrolipoyl dehydrogenase induced a high percentage of proliferation
of splenic CD3+ T lymphocytes from mice infected and treated with MPLA. The gene of
dihydrolipoyl dehydrogenase was cloned into expression plasmid vector, and the recombinant
protein produced, purified and used in the therapeutic protocol of experimental PCM.
Surprisingly, the therapeutic administration of recombinant dihydrolipoyl dehydrogenase, but
not ExoAg preparation, induced a significant reduction in fungal load in the animals chronically
infected with P. brasiliensis, even in the absence of adjuvants. Immunogold labeling and
transmission electron microscopy revealed that the dihydrolipoyl dehydrogenase is localized in
mitochondria and cytoplasm of P. brasiliensis. The differential expression of dihydrolipoyl
dehydrogenase gene in P. brasiliensis showed that yeast had an expression more significant
than hyphae, with an intermediate level of gene expression in the transitional forms. In
conclusion, our results show that MPLA and dihydrolipoyl dehydrogenase are potential
therapeutic targets for the treatment of PCM due to their beneficial effects in a therapy model
of PCM.

Keywords: Paracoccidioidomycosis. Paracoccidioides brasiliensis. Immunotherapy.
Adjuvants. Monophosphoryl lipid A. Antigens. Dihydrolipoyl dehydrogenase.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
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CFA —do inglés, Complete Freund Adjuvant
CFU —do inglés, Colony forming units
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FPLC —do inglés, Fast protein liquid chromatography
FSC — do inglés, Forward Scater
gp43 — Glicoproteina de superficie de 43kDa
HE — Hematoxilina-eosina
IFN-y — Interferon-y
Ig - Imunoglobulina
IL — Interleucina
INOS — Oxido nitrico sintase induzivel
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MyD88 — Fator 88 de Diferenciacdo Mieldide
NO — Oxido nitrico
NOD - do inglés, Nod-like receptors
PAMP — do inglés, Pathogen-associated molecular patterns
PBS — do inglés, Phosphate buffered saline
PCM — Paracoccidioidomicose
PCR —do inglés, Polimerase chain reaction

PRR — do inglés, Pattern recognition receptors
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Introducdo - 1

1. INTRODUCAO

No mundo, estima-se que aproximadamente 1,2 bilhdo de pessoas sdo acometidas
por algum tipo de doenca fangica. Uma porcentagem substancial dessas infeccdes afeta
somente pele e mucosas, e apresenta resposta rapida a terapia antifangica. No entanto,
uma minoria crénica ou invasiva é, na maioria das vezes, de dificil diagnostico e
tratamento (Denning e Bromley, 2015).

Na América Latina, os fungos patogénicos responsaveis por micoses endémicas
que tem importante impacto na salde publica sdo Histoplasma, Coccidioides e
Paracoccididoides, agente etiologico da paracoccidioidomicose (PCM) (Colombo et al.,
2011).

1.1. Paracoccidioidomicose: aspectos gerais

A PCM é uma micose sistémica, de evolucdo cronica e granulomatosa. O primeiro
relato da doenca humana foi feito em 1908 pelo médico e cientista brasileiro Adolfo Lutz
(apud Negroni, 1993), que detectou o fungo em lesdes da mucosa oral de dois pacientes.
Estudos posteriores permitiram a classificacdo do fungo que foi denominado
Paracoccidioides brasiliensis (Almeida, 1930). Por um longo tempo, P. brasiliensis foi
considerado a Unica espécie que causa PCM. No entanto, recentes andlises filogenéticas
revelaram que um isolado clinico de P. brasiliensis, o Pb01, representa uma espécie
separada, agora denominado P. lutzii, em homenagem ao médico Adolfo Lutz, e que P.
brasiliensis, na verdade, contém um complexo de pelo menos quatro espécies cripticas
diferentes, S1, PS2, PS3 e PS4 (Matute et al., 2006; Carrero et al., 2008; Teixeira et al.,
2009; Theodoro et al., 2012; Teixeira et al., 2014). A espécie filogenética S1 esta
amplamente distribuida na América do Sul, com destaque para 0s paises: Brasil,
Argentina, Paraguai, Peru e Venezuela, e tem sido associada com a maioria dos casos de
PCM detectada até ao presente momento (Matute et al., 2006; Teixeira et al., 2014; Da
Silva et al., 2016). Alguns isolados da espécie filogenética PS2 foram encontrados no
Brasil, nos estados de Séo Paulo e Minas Gerais, e também na Venezuela; PS3 é um grupo
geograficamente restrito a Coldombia (Matute et al., 2006; Carrero et al., 2008; Da Silva
et al., 2016) e PS4 que foi recentemente descrita em isolados obtidos da Venezuela
(Theodoro et al., 2012). P. lutzii foi encontrado, até 0 momento, na regido central e
noroeste do Brasil, predominantemente em um faixa que vai dos estados de Goias a

Rondodnia, e também no Equador (Teixeira et al., 2014).
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A PCM ¢ amicose sistémica mais importante da América Latina. A epidemiologia
da doenca é dificultada, entre outras razBes, porque a notificacdo de casos nao é
obrigatdria e ha dificuldades no diagnostico laboratorial em algumas areas endémicas.
Com base em relatorios de estudos epidemioldgicos e séries de casos, no Brasil, a PCM
tem uma incidéncia estimada de um a quatro novos casos/100.000 habitantes/ano
(Martinez, 2015). Em &reas com grandes diferencas socioambientais, a incidéncia da
micose pode chegar temporariamente a taxas mais elevadas. O estado de Rondonia, por
exemplo, apresenta incidéncia anual média de 9,4 casos/100.000 habitantes, acima da
média brasileira, porém mais impressionante sdo algumas regides deste estado (mais
especificamente a regido sudeste) como a municipalidade de Pimenteiras do Oeste com
39,1 caso0s/100.000 habitantes e Espigdo do Oeste com 37,4/100.000 (cidade de Espigéo
do Oeste), no periodo de 1997-2012 (Vieira et al., 2014).

Em areas com alta prevaléncia de PCM, a doenca afeta predominantemente 0s
trabalhadores rurais do sexo masculino, muitas vezes durante os anos mais produtivos de
sua vida, entre 30 e 60 anos de idade, representando um importante impacto social,
econémico e médico (Colombo et al., 2011; Bocca et al., 2013). Em uma analise
descritiva dos registros de internagdes devido a PCM, no periodo de 1998-2006, Coutinho
et al. (2015) relatou 6.732 hospitalizagdes (82% do sexo masculino), 0 que representa
4,3/milhdo de habitantes, registradas em 27% dos 5.560 municipios brasileiros. Em
relacdo a mortalidade no Brasil, a taxa média anual € de 1,65 por milhdo de habitantes, a
mais alta para qualquer micose sistémica, tornando a PCM a oitava causa de mortalidade
mais importante entre as doencas infecciosas e parasitarias cronicas ou recorrentes
(Coutinho et al., 2002; Colombo et al., 2011; Bocca et al., 2013).

Fungos do género Paracoccidioides sdo assexuados e dimorficos e que crescem
na forma filamentosa a 25°C e na forma de levedura a 37°C; sdo encontrados na natureza
em determinados nichos ecoldgicos (Da Silva et al., 1994; De Almeida, 2005). Nos seres
humanaos, a infeccdo natural ocorre apés a inalagéo de fragmentos de hifas ou conidios no
ambiente e subsequente deposicao nas mucosas da via respiratoria, sendo mais comum a
ocorréncia pulmonar. A introducdo pode ocorrer nas mucosas ou na derme (Proenca et
al., 1981), devido a ocorréncia de ferimentos e de outras situaces menos comuns
(Gonzales-Ochoa, 1972). Para o desenvolvimento da doenca, dois aspectos sao
importantes: (1) a transformacdo do fungo de hifa para levedura, mudanca que, como
anteriormente referida, é responsavel pelo estabelecimento do processo infeccioso

(Bagagli et al., 2008) e (2) a interag&o inicial da levedura com o sistema imunitario do
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hospedeiro, relacdo que determina a destruicdo ou manutencdo das formas iniciais
infectantes.

Considera-se que as manifestacfes clinicas da PCM sejam decorrentes da
progresséao de lesdes primarias, pela reativacdo de focos quiescentes ap6s um periodo de
laténcia (reativacdo enddgena), ou pela reinfeccdo exdgena apds exposicdo ao fungo
(Montenegro, 1994). Na dependéncia de fatores relacionados ao hospedeiro, como
susceptibilidade genética a infeccdo e estado imunitario (Robledo et al., 1982), e
relacionados ao fungo, como viruléncia e patogenicidade (San-Blas, 1985), a infeccao
pode regredir com a destruicdo ou persisténcia de fungos vidveis em focos quiescentes ou
ainda progredir com o desenvolvimento de lesGes ativas, proliferacéo e disseminagédo do
fungo (Franco, 1987; Montenegro, 1994). Inicialmente, a doenga envolve os pulmdes,
onde sdo formados os granulomas responsaveis pelo controle da disseminacao do fungo
para outros 6rgaos (Franco et al., 1993; De Brito e Franco, 1994).

A PCM possui duas manifestacGes clinicas principais: a forma cronica (tipo
adulto) ou forma aguda/subaguda (tipo juvenil) (Restrepo et al., 2012). A forma
aguda/subaguda de PCM afeta principalmente criancas ou jovens adultos € caracterizada
pela gravidade, com uma rapida progressao (desenvolve-se em semanas a Mmeses),
tendéncia a disseminacgdo linfatica e hematogénica com grande quantidade de fungos
originando lesbes secundarias e viscerais, principalmente no baco, figado e medula dssea,
e significativa taxa de mortalidade. Essa forma clinica ocorre entre 5 e 11% dos pacientes,
sendo raro o acometimento pulmonar (Franco, 1987; Mendes, 1994; Sidrim, 2004). A
forma cronica é a mais comum, respondendo por 80% dos casos, caracterizando-se pela
infeccdo dos pulmdes e Orgdos extrapulmonares (principalmente a pele e mucosas);
fibrose pulmonar ocorre na maioria destes pacientes (Bocca et al., 2013; Marques, 2013;
Martinez, 2015).

Antes da introducdo das sulfonamidas, em 1940, todos os pacientes com PCM
morriam devido a complicacGes. Apesar das drogas antifungicas serem importantes para
tratar pacientes com PCM, alguns estudos mostram que a letalidade ainda é alta, 16,2 a
20,7%, devido as maltiplas lesdes e consequente disfuncao respiratoria (Martinez, 2015).
Na clinica, a escolha do tratamento para PCM leva em consideracdo a gravidade da
doenca. O tratamento convencional inclui derivados de sulfa (sulfadiazina, sulfadoxina e
sulfametazol-trimetropin) e azolicos (cetoconazol, itraconazol, fluconazol, voriconazol e
posaconazol), sendo que nas formas graves e disseminadas da doenga, a anfotericina B,

em ambas as formulagdes — convencional e lipidica, tem sido utilizada (Bocca et al.,
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2013). Frequentemente, o tratamento de doencas flngicas com esses agentes € de longa
duracdo e as principais preocupac¢des associadas com o uso dessas drogas antifingicas
séo 0 abandono do tratamento e efeitos colaterais, tais como toxicidade e resisténcia em
pacientes anérgicos (Del Negro et al., 2000; Shikanai-Yasuda et al., 2006). Durante a
terapia antifungica das formas graves de PCM, algumas reac¢des teciduais, como dano ao
tecido e comprometimento da funcéo do 6rgdo, podem se tornar mais graves (Benard et
al., 2012).

1.2. Imunologia da PCM

Embora as infecgdes por P. brasiliensis e P. lutzii devam ser muito similares, a
imensa maioria dos trabalhos sobre PCM foi feita com P. brasiliensis. Como
anteriormente citado, existe consenso que a infeccdo por esses fungos acontece pela
inalacdo de propagulos que alcangam as vias areas do hospedeiro, onde ocorre a interacao
inicial da levedura com o sistema imunolégico, relacdo que determina a destrui¢do ou
manutenc¢do das formas iniciais infectantes. Assim, a resposta a infeccao € mediada pela
secrecdo de proteinas antimicrobianas pelo epitélio pulmonar e atividade fagocitica de
macrofagos alveolares residentes (Calich et al., 2008). A ativacdo dessas células
fagociticas e modulacdo das respostas é mediada pela interacdo dos receptores de
reconhecimentos de padrdes (pattern recognition receptors, PRR), dentre os quais se
destacam os receptores do tipo Toll (Toll-like receptors, TLR) e receptores com dominio
lectinico tipo C (C-type lectin receptors, CLR), com estruturas moleculares de patdgenos,
amplamente conhecidos como padrdes moleculares associados a patdégenos (Pathogen-
associated molecular patterns, PAMP) (Romani, 2011). Os TLRs, associados as
proteinas adaptadoras, apds a ligacdo com PAMP, sdo capazes de desencadear respostas
do tipo T auxiliar do tipo 1 (T helper 1, Thl) ou Th2, num mecanismo dependente da
estimulacdo antigénica (Amati et al., 2006). O reconhecimento de P. brasiliensis pode
ser mediado por TLR, tais como 0 TLR2 e 0 TLR4, e o receptor dectina-1 (Loures et al.,
2010). Além das respostas de macrofagos ativados, os componentes metabodlicos e
somaticos do fungo, assim como os constituintes de parede celular sdo capazes de ativar
o sistema complemento e de estimular o burst respiratorio e a quimiotaxia de neutréfilos,
0s quais participam da imunidade inata durante a PCM (Crott et al., 1993; Pina et al.,
2006).

Embora haja em seres humanos uma complexidade de mecanismos moduladores

e de fatores externos que interferem com o estabelecimento e desenvolvimento da PCM,
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estudos bem definidos em modelos experimentais ttm mostrado uma correlacdo entre o
desenvolvimento de um padrdo de resposta imunolégica celular com predominéancia da
ativacdo de linfocitos Thl, que secretam interferon-y (IFN-vy) e fator de necrose tumoral-
o (TNF-a)), e menor gravidade da doenca (Robledo et al., 1982; Cano et al., 1998;
Kashino et al., 2000; Pina et al., 2004).

De fato, o balango entre resisténcia e suscetibilidade do hospedeiro ao fungo
depende da imunidade celular desenvolvida em resposta ao patdégeno, sendo mediada por
células T, no sitio inicial da infeccdo, e consequentemente com a secrecdo de citocinas de
padrdo Thl e Th2 (Calich e Kashino, 1998; Oliveira et al., 2002; Romani, 2004). Modelo
experimental de infeccdo por P. brasiliensis em camundongos susceptiveis (B10/A) e
resistentes (A/Sn) contribuiu para uma melhor compreensao do papel imunomodulador
das citocinas na PCM (Calich e Kashino, 1998). Macrdfagos de animais susceptiveis
secretam altos niveis de TGF-p e baixos niveis de TNF-a. Em termos de citocinas de
linfocitos, verifica-se ainda, que nesses animais existem producgdes baixas de citocinas
Thl, IFN-y, e altas de citocinas Th2, IL-5 e IL-10. J& nos camundongos resistentes,
constatou-se perfil oposto de secrecdo de citocinas acompanhado das producdes precoce
de IFN-y e IL-2, e tardia de IL-4 e IL-5. Assim, reforca-se a ideia de que a resisténcia a
infeccdo por P. brasiliensis esteja associada a secrecdo de altos niveis de TNF-a e IFN-
v, seguida de producdo continua de IL-2 e IFN-y. Por outro lado, a liberacdo pequena e
efémera de TNF-o e IFN-y, associada a produgéo de IL-5, IL-10 e TGF-B, corre em
formas progressivas da PCM, como a que acomete 0s animais susceptiveis. Varios
estudos tém demonstrado a participacdo de TNF-a e IFN-y no desenvolvimento de uma
resposta imunitaria protetora a infeccdo experimental por P. brasiliensis (Cano et al.,
1998; Souto et al., 2000; Calvi et al., 2003).

A atividade fungicida de macrdfagos, otimizada pela ativacdo com IFN-y, tem
sido atribuida a producéo de éxido nitrico (NO) pela enzima NO sintase induzivel (iNOS).
A inducdo dessa enzima parece ser decorrente ndo somente da acao sinérgica de citocinas
Thl, como IFN-y e TNF-a, mas também de produtos liberados pelo proprio agente
patogénico. Atribui-se ao NO um papel essencial no controle da disseminacgdo fungica,
por associar-se a atividade fungicida de macrofagos (Nascimento et al., 2002).
Paradoxalmente, NO também esté envolvido na regulacdo negativa da resposta contra o
patdgeno. A producdo exacerbada de NO por macrofagos ativados na PCM experimental
se correlaciona com a menor expressdo de moléculas de MHC de classe Il por essas

células, além da supressédo da linfoproliferacdo estimulada por antigenos fungicos e por
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mitogenos (Bocca et al., 1998; Bocca et al., 1999).

A resposta imunitaria humoral ndo desempenha um papel principal na defesa
contra P. brasiliensis. Tanto pacientes com PCM aguda como camundongos susceptiveis
infectados produzem anticorpos especificos em niveis altos, os quais se correlacionam
diretamente com a gravidade da doenca (Benard et al., 1997; Calich e Kashino, 1998;
Borges-Walmsley et al., 2002). Pacientes com a forma aguda ou subaguda da doenca
apresentam um padrdo de resposta imunoldgica de tipo Th2, associado a depresséo da
resposta imunoldgica celular, que € muito acentuada nessa forma da doenca (Benard et
al., 2001). A ativacao policlonal de linfocitos B é fendmeno caracteristico na infeccdo por
P. brasiliensis, dessa maneira, considera-se que o titulo de anticorpos especificos seja um
parametro Gtil para avaliar o diagndstico da doenca e orientar sua terapéutica, ja que ha
uma gueda no titulo desses anticorpos com o tratamento da PCM (Hamilton, 1998).

Uma caracteristica do estado imunitario de individuos infectados por P.
brasiliensis é a depressao da resposta celular mediada por células T (Peracoli et al., 1982;
Jimenez-Finkel e Murphy, 1988). Pacientes com PCM apresentam depresséo da resposta
linfoproliferativa tanto a mitdgenos como a antigenos de P. brasiliensis (Benard et al.,
1997; Bocca et al., 1998; Bocca et al., 1999; Campanelli et al., 2003). Essa disfuncao
imunolégica tem sido atribuida a diversos mecanismos, tais como: a producdo de NO
(Bocca et al., 1998; Souto et al., 2000; Nascimento et al., 2002), distdrbios na producao
de citocinas por células T (Benard et al., 2001), presenca de antigenos sollveis de P.
brasiliensis (Jimenez-Finkel e Murphy, 1988), aumento da sinalizacdo inibitoria via
CTLA-4, aumento da apoptose em células recém isoladas ou cultivadas com antigenos de
P. brasiliensis (Cacere et al., 2002; Campanelli et al., 2003), dentre outros.

Além dos linfocitos Thl e Th2, um terceiro tipo de células T auxiliares tém sido
bastante estudado, as células Th17. No curso da PCM, o envolvimento da resposta de
Th17 ainda é pouco definido. Pagliari et al. (2011) demonstraram por meio de ensaios
imunohistoquimicos a presenca de celulas expressando IL-17 em lesfes cuténeas e
mucosas de pacientes com PCM. Trabalho conduzido por Castro et al. (2013), que buscou
caracterizar melhor a resposta imunolégica na PCM humana, demonstraram que
pacientes com a forma crénica da doenga possuem um predominio do perfil Th17 de
resposta. As células do sangue periférico desses pacientes apresentaram alta expressédo de
RORYyT, que é um fator transcricéo tipico de células Th17, maior sintese de IL-17 e IL-
22, e alta frequéncia de células T CD3*CD4*IL-17*. Com relacdo ao papel de IL-17, ha

um nuamero crescente de evidéncias de que células produtoras dessa citocina estejam
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envolvidas nas respostas imunoldgicas a doencas causadas por fungos e a IL-17 foi
apontada como uma das principais citocinas que promovem a resisténcia a esses agentes
patogénicos (Romani, 2011). Na infecgdo experimental por Histoplasma capsulatum,
Heninger et al. (2006) relataram a presenca de células produtoras de IFN-y e IL-17 no
granuloma formado em resposta ao fungo, e que a IL-17 é necessaria para a sua formacao.
De fato, o papel que a IL-17 desempenha na formacéo de granulomas maduros ganhou
relevancia em alguns modelos de infecgdo, tais como aqueles de Mycobacterium
(Okamoto Yoshida et al., 2010). Estudos recentes com modelos de infec¢des por Candida
albicans demonstraram que a imunidade protetora envolve a participacdo de I1L-17 de
ambas as respostas inata e adaptativa (Hernandez-Santos e Gaffen, 2012; Hernandez-
Santos et al., 2013; Sparber e Leibundgut-Landmann, 2015).

Assim como para o papel de Th17, ha poucos trabalhos na literatura que relatam
sobre a participacdo das células T reguladoras (Tregs) no curso da PCM. Na PCM
humana, o trabalho que demonstra, pela primeira vez, que células T com caracteristicas
fenotipicas — CD4"CD25"Foxp3* — e funcionais de Tregs, estdo presentes no sangue
periférico e nas lesdes de pacientes com PCM foi publicado em 2006 (Cavassani et al.,
2006). Corroborando esses achados, trabalho posterior relata que pacientes com a doenca
ativa, quando comparados com pacientes tratados ou controles saudaveis, apresentam
maior nimero de células Tregs nos mesmos sitios anteriormente avaliados por Cavassani
et al. (2006), sugerindo que essas céelulas tém um potencial papel na imunossupressdo
observada na PCM (Ferreira et al., 2010). Em camundongos, Felonato et al. (2012)
demonstraram que a reducdo de células Tregs, mediada pelo tratamento com anticorpos
anti-CD25, diminui a gravidade da infec¢do por P. brasiliensis, sugerindo que essas
células tém efeitos supressores na resposta inicial de células T em camundongos
resistentes e nos mecanismos fungicidas em camundongos suscetiveis. Mais
recentemente, resultados de um trabalho do mesmo grupo, conduzido por Bazan et al.
(2015), que utiliza um modelo de transferéncia de Tregs combinado com células T
CD4*Foxp3~ em camundongos destituidos de linfocitos, devido a deficiéncia do gene da
recombinase RAG1, mostram uma resposta mais eficiente e balanceada, capaz de limitar
o0 crescimento do patogeno e a inflamacéo tecidual exacerbada, levando a uma regresséo
da doenga e aumento nas taxas de sobrevivéncia dos camundongos. Sugerem que, no
modelo estudado, as Tregs tém um duplo papel na PCM pulmonar: um efeito deletério
por prejudicar a resposta de células T e a erradica¢do do fungo, e um papel protetor,

suprimindo a inflamagé&o tecidual exacerbada. Em relagéo ao efeito observado no trabalho
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publicado anteriormente (Felonato et al., 2012), justificam que o tratamento com anti-
CD25 a fim de esgotar as células Tregs ndo as elimina completamente, uma vez que
muitas células Foxp3* possuem baixa ou nenhuma expressdo de CD25, e isso pode ser

suficiente para o efeito de Treg no balanco na resposta imunoldgica.

1.3. Adjuvantes e imunomoduladores

Os adjuvantes imunoldgicos foram originalmente descritos por Ramon, em 1924
(apud Awate et al., 2013), como substancias usadas em combinacdo com antigeno
especifico, cujas caracteristicas permitem acentuacao da resposta imunologica, tornando-
a mais eficiente, quando comparada aquela promovida pelo antigeno sozinho. A palavra
adjuvante vem do latim adjuvare que significa ajudar ou auxiliar (O'hagan, 2001; Schijns,
2001; Petrovsky e Aguilar, 2004; Awate et al., 2013).

Os antigenos solUveis sdo considerados de imunogenicidade baixa, pois séo
rapidamente degradados ou removidos pelo sistema mononuclear fagocitario, induzindo
resposta imunoldgica pouco evidente (Schijns, 2001; Hunter, 2002). Os adjuvantes
podem ser usados com varios propoésitos. Entre eles, melhorar a imunogenicidade,
diminuir a concentracdo dos antigenos ou nimero de injecdes necessarias para obtengédo
da resposta imunolégica desejada, modular seletivamente a producdo de citocinas e,
consequentemente, determinar o perfil de resposta imunolégica gerada (Mccluskie e
Weeratna, 2001; Petrovsky e Aguilar, 2004). Segundo Cox e Coulter (1997), os
adjuvantes sdo classificados de acordo com suas propriedades, sendo a principal, a
imunomodulacao.

Um adjuvante classico bastante utilizado em protocolos experimentais é o
adjuvante completo de Freund (CFA), cuja a base racional se fundamenta nas observacdes
iniciais de Eugene L. Opie e Jules Freund (1937), que perceberam que cobaias infectadas
com Mycobacterium tuberculosis apresentavam uma resposta com altos titulos de
anticorpos apds imunizacdo, quando comparado aos animais ndo infectados. No mesmo
ano, Freund et al. fizeram dois saltos tecnolégicos: (1) substituicdo de M. tuberculosis
vivos por bacilos mortos e (2) uso de emulsdo de dgua em 6leo (Freund et al., 1937). A
formulacdo original do adjuvante completo de Freund (Freund, 1956), usada
experimentalmente até hoje, € composta por 6leo mineral, Arlacel A (detergente) e M.
tuberculosis morto, formando uma emulsdo do tipo agua em 0leo. A eficacia desse
adjuvante em direcionar respostas para perfil de citocinas de linfécitos Thl é devida, em

parte, a presenca dos componentes da micobactéria que levam ao desenvolvimento de
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hipersensibilidade retardada (Stills, 2005; Oscherwitz et al., 2006). Varios estudos
demonstram que a utilizacdo do CFA estd diretamente associada a variedades de
alteragBes no ambiente inflamatdrio, por ele produzido, que incluem principalmente a
formacéo de granulomas no local de injecdo e atrofia muscular, caracterizando assim seu
efeito tdxico e, portanto, impeditivo de uso na pratica humana (O'hagan, 2001).

Os adjuvantes que contém aluminio foram descobertos em 1926, sendo utilizado
primeiramente na formulacéo das vacinas contra difteria e tétano e, atualmente, séo os
mais utilizados em vacinas humanas (Marrack et al., 2009; Olafsdottir et al., 2015).
Dentre esses adjuvantes, o alimen de potassio, que consiste de sulfato de aluminio e
potéssio, tem sido bastante usado. Os mecanismos de a¢do desse adjuvante incluem o
aumento da duracdo da resposta imunoldgica pela formacdo de um depésito com
liberacdo lenta do antigeno. Acredita-se que este adjuvante promova uma resposta do tipo
Th2 e robusta producédo de anticorpos (Marrack et al., 2009; Kool et al., 2012; Awate et
al., 2013).

Dentre os novos adjuvantes, destaca-se o monofosforil lipideo (MPL) A, uma
forma destoxificada do LPS de S. minnesota R595, que foi aprovado nos Estados Unidos
para uso como adjuvante em vacinas para seres humanos contra diferentes patdgenos,
cancer e alergias (Embry et al., 2011). MPLA ¢é um agonista de TLR4, ativa ambas as
vias de sinalizacdo: a via dependente da molécula adaptadora MyD88 e dependente de
TRAM/TRIF, embora alguns trabalhos mostrem que ha uma preferéncia aparente pela
sinalizacdo através da via dependente de TRIF (Mata-Haro et al., 2007).

Hidroxido de aluminio em combinacdo com MPLA, ja citado, também conhecido
como AS04, tem sido utilizado com sucesso em vacinas contra o virus da hepatite B
(HBV), contra o papiloma virus humano (HPV) e o virus Epstein-Barr (Kundi, 2007;
Paavonen et al., 2007). Trabalhos recentes vém elucidando o mecanismo de acdo de AS04
in vitro utilizando células humanas e in vivo em modelos experimentais murinos
(Didierlaurent et al., 2009). Os resultados demonstrados trazem evidéncias moleculares
e celulares da imunogenicidade, eficacia e seguranca dessa formulacéo.

Outro adjuvante em estudo em humanos tem sido descrito, PAM3CSKs4, um
lipopeptideo triacilado sintético agonista de TLR2/TLR1. Recentemente, alguns
trabalhos demonstraram 0 uso desse agonista sintético como adjuvante em alguns
modelos de infeccdo. Cheng, et al. (2011) avaliou adjuvantes na formulacdo da vacina
contra Chlamydia trachomatis. Para isso, a proteina principal de membrana externa (Ct-
rMOMP) foi formulada com diferentes ligantes de TLR (Toll-like Receptors — TLR) e
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NOD (nod-like receptors — NOD). Os resultados revelaram que PAM3CSK4, € um
adjuvante candidato para a vacina contra C. trachomatis. Alguns autores sugerem que
agonistas de TLR2 induzem preferencialmente do tipo Th2 (Toussi e Massari, 2014).
Atualmente, tem-se estudado o uso de vacinas terapéuticas em infecc@es cronicas
de modo a impedir maiores complicac@es, por reforcar ou ampliar a resposta imunologica
especifica quando o organismo é incapaz de fazé-lo durante o curso natural da infeccéo
ou quando a terapia antimicrobiana convencional ndo é suficiente (Autran et al., 2004).
O racional dessas abordagens se baseia no fato do sistema imunoldgico ter a capacidade
natural de reconhecer e eliminar agentes estranhos, portanto € um tratamento que visa

estimular e fortalecer esta funcéo.

1.4. Antigenos e estratégias de tratamento e profilaxia na PCM experimental

A busca e identificacdo por componentes fungicos especificos tem por objetivo
proporcionar: (1) uma melhor compreenséo da doenga e dos mecanismos de imunidade
envolvidos na suscetibilidade e protecdo do hospedeiro, (2) o conhecimento da biologia
do fungo, bem como a identificacdo de fatores de viruléncia, (3) o desenvolvimento de
testes diagnosticos mais especificos e (4) a exploracéo terapéutica ou profilatica desses
antigenos, que poderdo ser administrados isoladamente ou em associagdo a terapia
antifungica convencional, facilitando a elimina¢do do fungo.

Mais recentemente, as abordagens gendmicas e aquelas baseadas no transcriptoma
do P. brasiliensis revelaram uma ligacéo entre o metabolismo, morfogénese e resposta ao
estresse na adaptacdo ao hospedeiro. Essas adaptacGes podem melhorar a viruléncia do
patdgeno, mas também pode oferecer oportunidades para o isolamento de potenciais alvos
terapéuticos (Romani, 2011). Diferentes estudos tém sido conduzidos com o propoésito de
elucidar os complexos programas de expressdo génica e traducdo proteica que
Paracoccidioides spp. utilizam para sobreviver quando exposto a condi¢es semelhantes
ao encontrado no hospedeiro. Tavares et al., (2007) mostraram, por exemplo, que P.
brasiliensis regula a expressdo de 119 genes durante a fagocitose. Esses genes foram,
primeiramente, associados com limitacdo de glicose e aminoacidos, construcdo da parede
celular e estresse oxidativo. Trabalhos posteriores também investiram esforcos para
elucidar as moléculas envolvidas na adaptacdo do fungo. Além da ativagdo de enzimas
envolvidas na defesa contra o estresse oxidativo, as analises sugerem que ha uma
mudanca na via de metabolismo das células fungicas (Derengowski et al., 2008; De
Arruda Grossklaus et al., 2013; Parente-Rocha et al., 2015).
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P. brasiliensis, como outros organismos eucaridticos, apresenta na sua
constituicdo uma multiplicidade de componentes antigénicos (Restrepo et al., 1983),
alguns proprios da espécie e outros ortdlogos a outras espécies de fungos. Varios
pesquisadores tém estudado preparacdes antigénicas que podem ser extraidos da parede
do fungo, obtidos do contetdo do citoplasma (intracelulares), do filtrado de cultura do
fungo (exoantigenos — ExoAg) ou das células lisadas (preparac@es somaticas — AgSom)
(Casotto, 1990; Diniz et al., 1999; Diniz et al., 2001).

A glicoproteina de superficie de 43kDa (gp43), considerada o principal
componente antigénico de P. brasiliensis, uma vez que € reconhecida por 100% dos soros
de pacientes com PCM (Restrepo et al., 1983; Puccia et al., 1986; Puccia et al., 1991;
Camargo et al., 1994). Varios estudos sobre o papel da gp43 tém demonstrado seu
envolvimento na patogenicidade de P. brasiliensis, com énfase para a ligacao a laminina
da matriz extracelular (Vicentini et al., 1994) e para a adesdo de P. brasiliensis a
superficie de células epiteliais (Gesztesi et al., 1996), facilitando a invasdo e disseminacao
tecidual do fungo. De fato, linhagens de P. brasiliensis silenciadas para gp43 sdo menos
aderentes ou internalizadas por macréfagos (Torres et al., 2013).

Curiosamente, em 2006, Ferreira e Almeida mostraram que animais susceptiveis
imunizados com células dendriticas pulsadas com gp43 e, posteriormente, infectados com
P. brasiliensis, apresentam um aumento significativo da carga fungica quando
comparados ao grupo controle ndo imunizado (Ferreira e Almeida, 2006). Entretanto, isso
provavelmente € devido a parte da gp43 que impede ou blogqueia uma resposta apropriada,
haja vista que alguns estudos tém mostrado o peptideo P10 de gp43 como um candidato
promissor a vacina contra PCM (Taborda et al., 1998; Marques et al., 2008; Munoz et al.,
2014). Ademais, a terapia utilizando DNA plasmideal clonado com o gene que codifica
0 peptideo P10 mostrou melhora na infec¢do por P. brasiliensis em camundongos (Rittner
etal., 2012).

Proteinas exocelulares sdo mediadores-chave na interacdo parasita-hospedeiro.
Inimeras proteinas ou glicoproteinas, com massas moleculares que variam de 17 a
190kDa, sdo secretadas em cultura por P. brasiliensis (ExoAgs). Muitas dessas proteinas
sdo compartilhadas por diferentes cepas do fungo, sendo reconhecidas, em grau variavel
pelos soros de pacientes (Panunto-Castelo et al., 2003). No entanto, poucos trabalhos tém
explorado melhor o papel de tais proteinas na terapia ou profilaxia da PCM experimental.

Com o objetivo de descobrir componentes antigénicos relevantes na resposta

imunolégica do hospedeiro a infecgdo, Diniz et al. (1999) e (2001) estudaram antigenos
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sollveis de leveduras de P. brasiliensis fracionados por cromatografia de troca anidnica
em sistema FPLC. As fragdes analisadas eram constituidas de multiplas proteinas, com
massas moleculares que variavam de 18 a 114kDa. Foi demonstrado que a imunizagao
com duas das sete fracGes analisadas, FO ou FII, promoveram uma diminuicdo
significativa no nimero de fungos no pulmao dos animais apos a infeccao, induziram a
producdo de IFN-y e TNF-a, ¢ evitaram a disseminagdo do fungo para outros 6rgéos
(figado e ba¢o). Em contraste, camundongos imunizados com a fracdo FIlI desenvolvem
uma doenca disseminada progressiva para baco e figado, apresentaram niveis
significativos de IFN-y, IL-10 e TGF- (Diniz et al., 2004). Corroborando com os dados
gue mostraram que proteinas da fracdo FO eram candidatas a vacina contra a micose em
estudo, trabalhos mostraram que a imunizagdo com a proteina recombinante de 27kDa
(rPb27), presente na fragdo FO, promoveu um efeito protetor contra a infeccdo por P.
brasiliensis (Reis et al., 2008; Morais et al., 2015). Posteriormente, rPb40, uma proteina
imunogénica identificada também na fracdo FO (Goes et al., 2005) foi utilizada em
associacdo com rPb27, em adicédo a terapia com fluconazol, e mostrou um efeito aditivo
protetor na PCM (Fernandes et al., 2011a; b). Trabalho mais recente demonstra que a
protecdo conferida por rPb27 é dependente da sinalizacdo via TLR9 (Morais et al., 2016).

A utilizacdo das terapias adjuvantes, imunoterapias ou vacinas terapéuticas, tem
ganhado forca no meio clinico, sendo muito empregada no tratamento de canceres como
alternativa complementar a cirurgia, radioterapia ou quimioterapia. Atualmente, tem-se
estudado o uso de vacinas terapéuticas em infeccdes cronicas de modo a impedir maiores
complicacdes, por reforcar ou ampliar a resposta imunoldgica especifica quando o
organismo é incapaz de fazé-lo durante o curso natural da infeccdo ou quando a terapia
antimicrobiana convencional ndo é suficiente (Autran et al., 2004). O racional dessas
abordagens se baseia no fato do sistema imunoldgico ter a capacidade natural de
reconhecer e eliminar agentes estranhos, portanto € um tratamento que visa estimular e
fortalecer esta funcdo. Glicana, por exemplo, foi utilizada como imunoestimulante no
tratamento de pacientes com PCM com relativo sucesso (Meira et al., 1996). De um modo
interessante, algumas lectinas, como a lectina de Artocarpus heterophyllus, Artin M
(Coltri et al., 2008; Coltri et al., 2010), e paracoccina de P. brasiliensis (Alegre-Maller et
al., 2014; Alegre et al., 2014), promoveram protecdo tanto em protocolos profilaticos
como em terapéuticos por inducdo de uma resposta imunolégica Thl por sinalizacdo via
TLR. Mais recentemente, foi demonstrou que leveduras de P. brasiliensis opsonizadas

com anticorpos policlonais contra glicoesfingolipideos acidos do fungo é capaz de induzir
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0 aumento da fagocitose por macréfagos em ensaios in vitro e reduz significantemente a
carga flngica de animais infectados tanto em protocolos de terapia e profilaxia (Bueno et
al., 2016).

Resultados prévios de nosso grupo tém mostrado que CFA, um indutor bem
estabelecido da resposta imunologica do tipo Thl, tem um efeito terapéutico em
camundongos infectados com P. brasiliensis (De Oliveira et al., 2008). O fato de
obtermos prote¢édo de animais previamente infectados injetando apenas CFA, na auséncia
de antigenos fungicos, levou-nos a sugerir que esse adjuvante estava modificando a
resposta imunitaria para antigenos liberados pelo fungo durante o curso da infeccéo.

No presente estudo, aventamos a hip6tese de que adjuvantes indutores de resposta
Th1, incluindo alguns liberados para uso em humanos, modificam a resposta imunoldgica
em camundongos infectados com P. brasiliensis, gerando uma diminui¢do de carga
fangica e melhorando o quadro inflamat6rio pulmonar. Além disso, ventilamos a
possibilidade de que o efeito benéfico gerado pelos adjuvantes nos camundongos
infectados com P. brasiliensis é relacionado a geracdo ou modificacdo de resposta
imunolodgica para antigenos que possam ser candidatos a agente terapéutico ou vacinal.

O efeito benéfico dos adjuvantes liberados para uso em seres humanos quando
injetado sozinho ou em associagdo com possiveis antigenos purificados podera aumentar
a resposta protetora contra o fungo, e consistir de uma imunoterapia mais eficiente,

abrindo perspectivas de aplicacdo clinica na PCM, o que justifica o presente trabalho.
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2. OBJETIVOS

- Objetivo geral
Identificar adjuvantes liberados para uso em humanos que sozinhos possam reduzir a
carga fungica e associados a antigenos possam induzir uma resposta protetora em um

modelo murino de PCM.

Objetivos especificos

1. Avaliar o efeito benéfico de adjuvantes liberados para uso em humanos ou em
testes clinicos em um modelo de tratamento da PCM experimental (Oliveira et
al., 2008);

2. Rastrear e identificar, por espectrometria de massa, antigenos proteicos que
tenham potencial protetor contra a PCM;

3. Clonar, expressar e purificar as proteinas antigénicas;

4. Analisar a atividade protetora das proteinas recombinantes associadas a
adjuvante previamente selecionado no protocolo terapéutico da PCM
experimental (Oliveira et al., 2008);

5. Sublocalizar as proteinas analisadas em hifas e leveduras de P. brasiliensis;

6. Determinar a expressao diferencial dos genes das proteinas antigénicas

estudadas em hifas e leveduras de P. brasiliensis.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Cultivo de P. brasiliensis

Leveduras do isolado 18 de P. brasiliensis (Pb18) foram mantidas em agar YPD
(1% de extrato levedura, 2% de peptona, 2% de glicose e 2% de &gar), por 7 dias, a 36°C,
tendo sua viruléncia conservada por passagens periodicas em animais. A escolha de Pb18
foi baseada em sua alta viruléncia e capacidade de induzir rea¢do granulomatosa (Calich
etal., 1985). Pré-indculos de 2 x 10° células/mL foram adicionados em 50mL de meio de
cultura liquido F-12 Nutrient Mixture (HAM) com L-glutamina (Life Technologies,
Carslbad, EUA) e cultivados a 36°C, sob agitacdo constante a 100rpm. Leveduras para
infeccdo foram cultivadas por 7 dias, para a producdo de antigenos por 15 dias e para
extracdo de RNA total para os procedimentos de clonagem, por 7, 10, 13 ou 15 dias.

Para os experimentos de expressao diferencial do gene que codifica diidrolipoil
desidrogenase, leveduras e hifas de P. brasiliensis foram obtidas por cultivo em meio
liquido, acima citado. As leveduras foram mantidas por cultivo a 36°C, enquanto a forma
miceliana foi obtida por cultivo a 25°C. Ambas as culturas foram mantidas nessas
condicdes por 7 dias. Para obtencao da fase de transicdo de hifa para levedura, cultivou-
se as hifas a 25°C, por 18h, alterando-se, em seguida, a temperatura para 36°C, mantendo-
se nessa temperatura por 22 horas. Para a transi¢do de levedura para hifa, foi feito o
contrario — leveduras foram cultivadas por 18 horas a 36°C e logo apds a temperatura foi
mantida a 25°C por 22h.

3.2. Animais

Foram utilizados camundongos isogénicos machos, com idade entre 6 e 8
semanas, da linhagem BALB/c. Os animais foram provenientes do Biotério Central do
Campus de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo (USP) e mantidos no Biotério
do Departamento de Biologia da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeiréo
Preto, USP, numa sala com temperatura, fluxo de ar e ciclo de luz claro/escuro
controlados e livre acesso a agua e a ragao.

Apods completado o procedimento experimental in vivo ou in vitro, 0s animais
foram anestesiados com 100mg/kg de cetamina (Unido Quimica, Embu-Guacu, Brasil) e
8mg/kg de xilazina (Unido Quimica), por via intraperitoneal, e submetidos a eutanasia
por deslocamento cervical. Apds coleta de material para analise, os animais foram

enviados para incineracdo, conforme as normas de seguranca. Todos 0s procedimentos
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foram realizados segundo os preceitos éticos definidos pela Sociedade Brasileira de
Ciéncia de Animais de Laboratorio (SBCAL) e aprovados pela Comissdo de Etica em
Experimentagdo Animal (CETEA) da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de Sao Paulo, protocolo n°® 105/2007.

3.3. Determinagéo da viabilidade dos fungos

A viabilidade foi determinada pelo método fluorescente (Calich et al., 1979).
Brevemente, 100uL de uma suspensdo de leveduras em solucéo salina tamponada com
fosfato a 10mM, pH 7,2 (PBS) estéril foram misturados a uma solugédo contendo 100uL
de brometo de etidio (50mg/mL — Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) e 100uL de diacetato
de fluoresceina (2mg/mL — Sigma-Aldrich), preparada no momento do uso. Essa
suspensdo foi incubada por 10 minutos a 36°C, na auséncia de luz. Ap6s o periodo de
incubacdo, a viabilidade das células fungicas foi determinada em microscopio de
fluorescéncia, onde fluorescéncia verde denotou formas vivas ou viaveis e fluorescéncia
vermelha como marcacao de leveduras mortas. Apenas as suspensdes de leveduras com

viabilidade superior a 90% foram utilizadas para infectar camundongos.

3.4. Infeccdo dos camundongos com leveduras de P. brasiliensis

Para preparacdo dos fungos para os experimentos de infeccdo, as leveduras foram
lavadas e ressuspendidas em 5mL de PBS estéril, aspiradas em seringa descartavel de
10mL e passadas por agulha de 25 x 8 para a completa separacdo dos agregados fungicos.
A viabilidade foi determinada como descrito acima. Para a infeccdo intratraqueal, a
suspensdo flngica foi ajustada para a concentragio de 3 x 108 leveduras/mL, sendo
injetado 100puL da suspensdo. Os camundongos foram anestesiados como descrito no item
3.2. Apo6s aproximadamente 10 minutos, quando os animais se apresentaram insensiveis
a dor, foi feita uma pequena incisdo longitudinal no pesco¢o para expor a traqueia, sendo
a suspensdo fangica injetada com uma seringa de insulina de 1mL e agulhas Ultra-Fine
(Becton, Dickinson Co., Franklin Lakes, EUA), permitindo a dispersdao fungica
diretamente nos pulmdes. Apos a infeccdo, a incisdo foi suturada e os animais foram

mantidos aquecidos até acordarem da anestesia.

3.5. Protocolo de tratamento experimental
Foi utilizado um protocolo de tratamento terapéutico descrito previamente por

nosso grupo (De Oliveira et al., 2008). Brevemente, vinte dias apos a infeccao, conforme
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descrito acima, os camundongos foram divididos aleatoriamente em grupos de cinco
animais e injetados por via subcutanea com 100uL de um dos seguintes adjuvantes: (1)
CFA (Sigma-Aldrich), (2) PAM3CSK4 (agonista de TLR2 — Invivogen, San Diego,
EUA), (3) MPLA de S. minnesota (agonista de TLR4 — Invivogen), (4) AS04 ou (5)
hidroxido de aluminio [AI(OH)z]. AS04 e hidroxido de aluminio foram gentilmente
cedidos pelo Instituto Butantan, Sdo Paulo, Brasil. Todos os adjuvantes foram
ressuspendidos em PBS. CFA foi preparado como uma emulséo (1:1) no veiculo. MPLA
e PAM3CSK4 foram injetados nas doses de 5, 10 ou 20pg/camundongo. A dose de AS04
foi de 5ug de MPLA de Bordetella pertussis + 50ug de hidréxido de aluminio
/camundongo, conforme descrito por (Didierlaurent et al., 2009) e a de hidroxido de
aluminio sozinho foi de 50pg/camundongo.

Para os experimentos de associacdo do adjuvante MPLA com a terapia
medicamentosa, foi utilizado fluconazol (solucdo injetavel para aplicacdo intravenosa
2mg/mL  HalexIstar, Goiania, Goids) por via intraperitoneal a 10mg/kg/dia.
Resumidamente, vinte dias apds a infeccdo, os animais foram divididos nos seguintes
grupos: MPLA — que foram tratados com MPLA a 20ug/camundongo; Fluco 20dpi (20
dias poés infeccdo — dpi) — animais que receberam fluconazol diariamente, por 30 dias,
iniciando-se no dia 20 pos-infec¢do; Fluco 27dpi — animais que receberam fluconazol
diariamente, iniciando-se no dia 27 pos-infeccdo e Fluco+MPLA — animais que
receberam MPLA a 20ug/camundongo no dia 20 p6s-infeccdo e apds 7 dias, fluconazol

diariamente, conforme demonstrado no quadro 1.

Quadro 1. Protocolo de tratamento dos animais infectados com P. brasiliensis.

Tratamento
Grupos MPLA! Inicio do tratamento com fluconazol?
20 dpi® 20dpi 27dpi
MPLA
Fluco 20dpi
Fluco 27 dpi
MPLA + Fluco

'Dose Gnica de 20ug.

2Tratamento didrio até o 50dpi.

3Dias ap6s a infecgéo.

Um grupo controle, ndo mostrado na tabela foi injetado apenas com PBS no dia 20 apés a infecgéo.

Para os experimentos utilizando a diidrolipoil desidrogenase recombinante, os

animais receberam 10ug da proteina purificada emulsificada em MPLA (20ug
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ressuspendidos em 100uL de PBS), ou somente 10ug da proteina emulsificada em 100uL
de PBS.

Em todos os experimentos, um grupo controle da infecgédo foi injetado com PBS
estéril, 20 dias apos a infeccdo. Decorridos 30 dias dos tratamentos (50 apos a infeccao),
0s animais de cada um dos grupos experimentais foram mortos e tiveram os pulmdes

assepticamente retirados e pesados.

3.6. Recuperacao das leveduras

Os pulmdes dos camundongos foram homogeneizados em 1mL de PBS estéril
com Ultra-Turrax T25 Basic (IKA Works, Inc., Wilmington, EUA). Aliquotas de 100uL
das suspensdes diluidas 1:10 foram semeadas, em duplicata, em placas de Petri contendo
agar BHI (Oxoid Limited, Basingstoke, Reino Unido) suplementado com 4% (v/v) de
soro bovino fetal (Hyclone Laboratories, Inc., Logan, EUA). Apoés sete dias de incubacéo
a 36°C, as colonias de fungos formadas foram contadas e os resultados expressos como
nameros de unidades formadoras de coldnias (UFC) por grama de tecido (UFC/qg).

3.7. Andlise histopatologica

Fragmentos de pulm&o dos camundongos foram fixados em formalina 10% por
24h, desidratados, clarificados em xilol, embebidos em parafina e seccionados (6pm). Os
cortes foram mantidos em estufa a 60°C para fixacéo e, apds a desparafinizacdo em xilol
e reidratacdo em concentracOes decrescentes de alcool, foram corados em hematoxilina-
eosina (HE). Os cortes foram utilizados para analise histoldgica realizadas com o
microscopio éptico (Acio photomicroscope — Zeiss, Jena, Alemanha) e as imagens
adquiridas com o auxilio do programa ImagePro pela camera digital Axio Cam MRc

(Zeiss) acoplada ao microscapio.

3.8. Andlise da producéo de citocinas pulmonares
Apds homogeneizacdo dos pulmbes como descrito no item 3.6, 0 macerado foi
centrifugado a 10.000 x g, por 5 minutos, a 4°C. Os sobrenadantes foram estocados a -
20°C. A marcagao das citocinas presentes nos sobrenadantes foi realizada com o kit BD™
Cytometric Bead Array (CBA) (Becton, Dickinson Co.), de acordo com as instrucgdes do

fabricante.
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3.9. Producao, fracionamento e analise eletroforética de antigenos de P.
brasiliensis

3.9.1 Preparacdo de antigenos somaticos (AgSom) e exoantigenos (ExoAq) sollveis

de P. brasiliensis

As preparacgdes antigénicas de P. brasiliensis foram obtidas de leveduras de Pb18,
que foram cultivadas conforme descrito no item 3.1. As culturas foram centrifugadas a
10.000 x g, por 10 minutos, a 4°C. Os sedimentos contendo células fungicas foram
ressuspendidos em PBS (aproximadamente 1g de leveduras em 10mL de tampé&o) e as
leveduras rompidas por vibracao ultrassénica a 200W, por 1 minuto, em banho de gelo.
Esse procedimento foi repetido no minimo 8 vezes, até se obter um alto grau de ruptura
das leveduras, o qual foi verificado através da analise microscépica da suspenséo fungica.
A suspensdo foi centrifugada a 10.000 x g, por 10 minutos, a 4°C, e 0 sobrenadante
retirado e filtrado. Essa preparacdo — AgSom, foi mantida a 4°C até o uso. Ja o0s
sobrenadantes das culturas foram concentrados e dialisados contra PBS em dispositivo
Amicon, com membrana de exlcusdo de 3kDa (Millipore, Billerica, EUA), e filtrados em
membrana de 0,22uM (Millex; Millipore), para a obtencdo de ExoAg. As preparacoes
foram quantificadas (Coomassie Bradford Protein Assay Kit (Pierce, Rockford, EUA),
conforme instrucdes do fabricante e analisadas em eletroforese em gel de poliacrilamida
a 12%, sob condicdes dissociantes (SDS-PAGE a 12%).

3.9.2 Anélise eletroforética

As andlises eletroforéticas foram realizadas em gel de poliacrilamida a 12% em
condicdes dissociantes (SDS-PAGE) em sistema Mini Protean Tetra (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, EUA). Amostras das preparacfes de ExoAg e AgSom foram
ressuspendidas em tampao de amostra (Tris-HCI a 0,5M, pH 6,5 contento 2,5% de SDS,
2,5% de 2-mercaptoetanol e 20% glicerol) e aplicadas no gel. As corridas eletroforéticas
tiveram duracdo aproximada de 1 hora (80-120mA, 200V). Alguns geis foram corados
com azul de Coomassie (Coomassie Brilliant Blue R-250) para analise do perfil de bandas
ou mantidos sem coloracdo e imediatamente submetidos ao processo de transferéncia para

membranas de fluoreto de polivinilideno (PVDF).

3.9.3 Transferéncia de proteinas para a membrana de PVDF

As proteinas separadas por eletroforese foram transferidas do gel de

poliacrilamida para membranas Amersham Hybond P 0,45 PVDF (GE Healthcare,
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Piscataway, EUA). A transferéncia foi realizada por 2 horas, com uma tensdo fixa de
150V e corrente maxima de 300mA, utilizando-se tampéo de transferéncia (1,9% de Tris,
9% glicina e 10% de metanol). A seguir, a membrana foi corada por Ponceau S (0,5g de
Ponceau, 2,5mL de acido acético para 250mL de agua) por 3 minutos a fim de observar
as bandas transferidas e a eficiéncia do procedimento. O excesso do corante foi removido
por lavagens da membrana com agua ultrapura. As membranas contendo as fragcdes alvo

para o estudo foram recortadas em fragdes denominadas 1-3 e mantidas a -20°C até o uso.

3.10. Clonagem génica e expressdo da proteina recombinante
3.10.1 Extracdo do RNA
RNA total de P. brasiliensis foi extraido de leveduras cultivadas, como descrito

no item 3.1, utilizando-se pérolas de vidro (Sigma-Aldrich) e TRIzol (Life Technologies),
de acordo com as instrucdes do fabricante. O RNA foi quantificado no espectrofotometro
NanoDrop (ThermoScientific, Wilmington, EUA), sendo a leitura feita nos comprimentos
de onda de 280, 260 e 230nm, para obtencéo da concentracdo de RNA/pL e contaminagéo
por fenol ou proteinas. A integridade do RNA foi avaliada em gel de agarose a 1,5%. Em
seguida, 1ug de RNA foi submetido ao tratamento com DNase. Para isso, foram
adicionados a amostra 1pL de tampdo da DNase (concentrado 10 vezes), 1 unidade de
DNase (1U/pl) livre de RNase, e o volume foi ajustado para o volume final de 10pL com
agua ultrapura. Essa reacdo foi incubada por 15 minutos, a 25°C, seguido da adi¢éo de

1uL de EDTA a 25mM e uma nova incubacao por 10 minutos, a 65°C.

3.10.2 Confecgcdo do DNA complementar (cDNA)
O cDNA foi sintetizado a partir de 1ug de RNA por reacdo. Para sua confeccéo,
a amostra de RNA foi adicionado 1L do iniciador Oligo (dT) 12-18 (0,5 pg/uL), sendo

areacdo incubada a 70°C, por 10 minutos. Em seguida, foram adicionados 4pL de tampé&o

da reagdo (concentrado 5 vezes — 5X FirstStrand Buffer), 1pL de dNTP
(desoxirribonucleotideos trifosfatados — 0,1M de dNTPSet, PCR Grade), 2uL de MgCl»
e 1ul de transcriptase reversa SuperScript™ I1. A reacdo foi realizada a 42°C, por 60
minutos e inativada pela incubagdo da amostra a 70°C, por 15 minutos. A concentracao
do cDNA de fita simples foi determinada em espectrofotdmetro NanoDrop

(ThermoScientific).



Material e Métodos - 21

3.10.3 Reacado em cadeia da polimerase (PCR)

A etapa inicial da clonagem foi a amplificagio do gene de diidrolipoil
desidrogenase a partir do cDNA, cuja sintese esta descrita acima. Para tanto, preparou-se
uma reacdo de amplificacdo, utilizando-se 0,1uM de cada iniciador: iniciador direto
(Forward primer) 5’-CATATGTTTCGGCCCCTTCTCCC-3’ e iniciador inverso
(Reverse primer) 5’-GGATCCCTAGAAATGAATCGCTTTCG-3’, 0,2mM de cada
dNTPs, 1,5mM de MgCl», 1 unidade da DNA polimerase high fidelity (5U/uL) (Life
Technologies), SuL. de tampao da enzima concentrado 10 vezes (Tris-SO4 a 600mM e
persulfato de amoénio a 180mM). Essa reacdo, realizada no termociclador C1000™
Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories) e foi desenvolvida nas seguintes condi¢des: 94°C
por 3 minutos, 35 ciclos com 94°C por 1 minuto, 58°C por 30 segundos e 72°C por 1,5
minutos, e ao fim destes 30 ciclos, 72°C por 5 minutos. As reagdes foram mantidas a
10°C até o uso. O fragmento amplificado foi analisado em gel de agarose a 0,8% e
purificado utilizando o GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare).

3.10.4 Clonagem do gene completo de diidrolipoil desidrogenase

Os produtos de PCR recém-amplificado foram clonados em vetor PCR2.1 TOPO-
TA (Life Technologies) para posterior transformacdo de E. coli DH10b
eletrocomponentes. Os clones positivos foram confirmados por PCR, como descrito
acima. Os plasmideos foram purificados com o kit Illustra plasmidPrep Mini Spin (GE
Healthcare), de acordo com o protocolo do fabricante. Apos, os insertos foram retirados
de TOPO-TA PCR2.1 com as enzimas de restricdo BamHI e Ndel (Fermentas) e
purificado com o kit Illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare),
de acordo com o protocolo do fabricante.

Para clonagem de diidrolipoil desidrogenase em pET28a (Addgene, Cambridge,
EUA), digeriu-se 1ug de DNA plasmidial com 1 unidade de cada uma das enzimas de
restricdo BamHI e Ndel, durante 4 horas, a 37°C, em um volume total de 60puL. Os
produtos da digestdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 0,8% e a banda
correspondente ao plasmideo linearizado foi recortada e purificada com 0 GFX PCR DNA
and Gel Band Purification (GE Healthcare). Posteriormente, o inserto obtido do vetor
pCR2.1 TOPO-TA clonado com o gene da diidrolipoil desidrogenase e plasmideo
linearizado foram submetidos a seguinte reagdo de ligagdo: 15ng do vetor e 30 ou 45ng

do inserto incubados em volume final de 8pL. A reacdo foi mantida a 25°C, durante 30
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minutos. Metade do volume da ligacéo foi utilizada na transformacéo de células de E. coli
DH10b competentes que foram plaqueadas em meio LB &gar contendo 50ug de
canamicina/mL. Apds a confirmacdo da presenca do gene de diidrolipoil desidrogenase
nos clones positivos, por PCR, as coldnias foram submetidas a extracao e purificacdo do
plasmideo, utilizando-se o PlasmidPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare). Os produtos da
purificacdo e digestdo para linearizacdo do plasmideo (utilizando 1 unidade das enzimas
de restricdo BamHI somente) e liberacdo do inserto (utilizando 1 unidade das enzimas de
restricdo BamHI e Ndel) foram analisados em gel de agarose a 0,8% e enviados para
sequenciamento no Laboratério de Biologia Molecular de Plantas da Faculdade de

Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto — USP, Ribeirdo Preto, SP.

3.10.5 Transformacdo bacteriana

Bactérias competentes para transformacao por eletroporacdo foram obtidas
conforme descrito por (Dower et al., 1988). As reacdes de ligacdo foram adicionadas em
100uL de uma suspensdo de E. coli DH10b eletrocompetentes, sendo a mistura incubada
em gelo, durante 30 minutos. Em seguida, as amostras foram transferidas para uma cubeta
de eletroporacdo de 0,2mm e submetidas a um pulso elétrico (capacitincia de 25uF,
resisténcia de 200Q2 e tensao de 2kV). Para recuperacdo das bactérias, apos o choque, em
cada tubo foi adicionado 1mL de caldo SOC (triptona a 2% (m/v), extrato de levedura a
0,05% (m/v), NaCl a 0,06% (m/v), KCI a 0,02% (m/v), dextrose a 20mM e MgCl; a
10mM, pH 7,0), sendo esses tubos incubados a 37°C, sob agitacdo constante de 180rpm.
Apos 1 hora de incubacdo, as culturas foram centrifugadas a 3.000 x g, por 2 minutos, a
temperatura ambiente, e ressuspendidas em 100uL de meio SOC, que foram plaqueados
em agar LB contendo 50pg/mL de canamicina (Gibco) para a selecdo dos clones.
Bactérias transformadas foram cultivadas em 50 mL de LB liquido contendo o mesmo
antibidtico anteriormente citado. Os plasmideos foram extraidos dessas bactérias com o
kit Illustra plasmidPrep Mini Spin (GE Healthcare), de acordo com o protocolo do

fabricante.

3.10.6 Inducdo e purificacdo de proteinas recombinantes — diidrolipoil

desidrogenase e Gp43 de P. brasiliensis

Bactérias E. coli da linhagem BL21 Rosetta foram transformadas com o plasmideo
pET-28a contendo o gene de diidrolipoil desidrogenase (pET28A-DLD), conforme

descrito acima para transformacéo de bactérias DH10b. Essa mesma linhagem bacteriana
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transformada com o gene completo de Gp43 (pET28a-GP43) foi gentilmente cedido pelo
Dr. Fabricio Freitas Fernandes. Essas bactérias transformadas foram cultivadas em 10mL
de caldo LB com canamicina (50pg/mL), a 37°C, de 14 a 16 horas, sob agitacdo constante
(200rpm). Apos este periodo, 200ul. foram transferidos para frascos Erlenmeyer
contendo 2L do mesmo meio seletivo acima citado. Em seguida, os frascos foram
incubados a 37°C, sob agitacdo constante (200rpm), e a absorbancia a 600nm foi
acompanhada até que atingisse uma densidade 6ptica (D.O.) entre 0,5 e 0,6. A fim de se
induzir a expressdo das proteinas pelas bactérias, adicionou-se as culturas IPTG na
concentracdo de 0,8mM para Gp43, 0,4 ou 0,8mM para diidrolipoil desidrogenase. As
diferentes culturas realizadas foram centrifugadas a 10.000 x g, por 5 minutos, a 4°C. Os
sedimentos bacterianos obtidos foram pesados, ressuspendidos para uma concentracéo de
40% (m/v) em tampéo de lise (NaH2PO4 a 50mM, NaCl a 300mM e imidazol a 20mM) e
sonicados a 200W, em banho de gelo com 6 pulsos de 30 segundos cada. Nesta etapa, 0
sedimento e sobrenadante foram armazenados e analisados em SDS-PAGE a 12%.

Para a solubilizacdo e purificacdo dos corpusculos de inclusdo, apds a lise do
sedimento bacteriano por sonicagdo, como descrito acima, o material foi centrifugado a
10.000 x g, por 5 minutos, a temperatura ambiente, e o sedimento bacteriano lavado cinco
vezes, por centrifugagédo, com solucéo de NaH2PO4 a 50mM e NaCl a 300mM contendo
Triton X-100 a 1% (v/v), 2-mercaptoetanol a 2mM, imidazol a 20mM e ureia a 2M, pH
8.0. Esse sedimento foi, entdo, ressuspendido em tampdo de desnaturacdo, contendo
NaH2PO. a 50mM, NaCl a 300mM e ureia a 7M, durante 2 horas, a temperatura ambiente,
sob agitacdo constante. Apos esse periodo, foi adicionado L-arginina a 2mM e incubado
por mais 1 hora, a temperatura ambiente. Essa preparacdo foi submetida a cromatografia
de afinidade em coluna HisTrap HP (GE Healthcare). O material ndo adsorvido a coluna
foi retirado com o tampdo de lise contendo 20mM de imidazol e 7M de ureia (20 volumes
de coluna). O material adsorvido foi eluido com 0 mesmo tampdao contendo 300mM de
imidazol. As proteinas recombinantes purificadas foram analisadas por SDS-PAGE a
12%.

3.11. Ensaios in vitro e in vivo utilizando fragdes antigénicas ou diidrolipoil
desidrogenase recombinante

3.11.1 Deteccdo de mensagens para citocinas por RT-PCR em tempo real

- Extracdo de RNA total de células esplénicas
Para a separacdo de células esplénicas totais de animais controle (somente

infectados), tratados com MPLA (20ug/camundongo) ou CFA, os bacos foram coletados
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e colocados em placas de Petri de 22mm de diametro (Corning, Nova York, EUA) estéreis
contendo 2mL de meio RPMI incompleto (sem suplementacdo). Com o auxilio de pingas
estéreis, os bacos foram divulsionados separadamente para obtencdo de uma suspensdo
celular homogénea. As suspensdes celulares foram destituidas de hemacias pela
incubagdo com tampé&o de lise Ack (150mM de NH4CIl, 10mM de KHCOs e 1mM de
EDTA, pH 7,3), por 5 minutos, a 4°C. Apds a contagem das células em cémara de
Neubauer, foi adicionado RPMI completo, as células foram distribuidas em placas de
cultura de 48 pocos (BD Biosciences), cultivadas na auséncia ou presenca de ExoAg ou
AgSom, na concentracdo de 10 ou 20pg/mL, a 37°C, em estufa umidificada com
atmosfera de 5% de CO». Ap6s 48h de cultura, RNAm total das células foram extraidos
com TRIzol (Life Technologies), de acordo com as instru¢es do fabricante. Apos essa
fase, os passos seguintes foram 0s mesmos descritos para o procedimento de sintese de
cDNA, como descrito no item 3.10.2.
- PCR em tempo real

Para essas reagdes, 200ng de cDNA/uL foram utilizados como molde para a
amplificacdo do alvo especifico. A reacdo foi realizada com 1uL de cada par de
iniciadores a 10uM (Tabela 1), 1uL da amostra de cDNA, 12,5uL de Platinum SYBR
Green pPCRSuperMix-UDG with ROX (Invitrogen) e 9,5uL de &gua ultrapura. As
reacOes foram realizadas no aparelho Rotor-gene 6000 (Corbett Life Science, Mortlake,
Australia) e as analises realizadas no Rotor-Gene 6000 Series Software (Corbett Life
Science). Cada ciclo foi composto de desnaturacdo por 30 segundos, a 94°C, anelamento
por 30 segundos, com temperaturas que variaram a depender do par de iniciadores usados
(Tabela 1) e extensdo por 30 segundos, a 72°C. A amplifica¢do da B-actina foi usada como
controle da integridade das amostras. As sequéncias e as temperaturas de anelamento de

cada par de iniciadores usados na RT-PCR em tempo real estdo descritas na tabela 1.
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Tabela 1. Iniciadores utilizados para RT-PCR em tempo real e suas respectivas

temperaturas de anelamento

Nome do Sequéncia Temperatura de
iniciador anelamento (°C)
IL-6 F* 5’-CGGCAAACCTAGTGCGTTAT- 3’ 56
IL-6 R? 5’-TCTGACCACAGTGAGGAATGTC- 3’

IFN-y F 5’-GATATCTGGAGGAACTGGCAA- 3’ 58
IFN-y R 5’-GCTCTGCAGGATTTTCATGTC- 3’

IL-12 F 5’-AGCACCAGCTTCTTCATCAGG-3’ 58
IL-12 R 5’-GCGCTGGATTCGAACAAAG-3’

TNF-o F 5’-TGTGCTCAGAGCTTTCAACAA- 3’ 56
TNF-a R 5’-CTTGATGGTGGTGCATGAGA- 3’

TGF-BF 5’-GCTGAACCAAGGAGACGGAAT- 3’ 58
TGF-BR 5’-GCTGATCCCGTTGATTTCCA- 3’

Foxp3 F 5’-ACAACCTGAGCCTGCACAAGT- 3 58
Foxp3 R 5’-GCCCACCTTTTCTTGGTTTTG- 3’

IL-10 F 5’-TGGACAACATACTGCTAACCG- 3’ 58
IL-10 R 5’-GGATCATTTCCGATAAGGCT- 3’

IL-17 F 5’-TGCCCTCCACAATGAAAAGA- 3’ 56
IL-17 R 5’-AACACGAAGCAGTTTGGGAC- 3’

TGF-BF 5’-GCTGAACCAAGGAGACGGAAT- 3’ 56
TGF-BR 5’-GCTGATCCCGTTGATTTCCA- 3’

iNOS F 5’-GGAGCGAGTTGTGGATTGTC- 3’ 58
iINOS R 5’-GTGAGGCCTTGGCTGAGTGAG- 3’

B-actina F 5’>-AGCTGCGTTTTACACCCTTT- 3’ 58
B-actina R 5’-AAGCCATGCCAATGTTGTCT- 3’

F - iniciador direto (Forward primer)
2R - iniciador inverso (Reverse primer)

3.11.2 Reacao de hipersensibilidade retardada (DTH)

Para esses experimentos, foram usados camundongos BALB/c previamente

infectados e posteriormente tratados, conforme descrito no item 3.4. Trinta dias ap0s o

tratamento, ou seja, cinquenta dias apés a infeccdo, a reacdo de DTH foi induzida

inoculando-se 50ug de AgSom ou ExoAg no coxim plantar da pata traseira esquerda dos

camundongos. Como controle, injetou-se 50uL de PBS no coxim plantar da pata

contralateral de cada camundongo. A avaliacdo do edema foi feita com o auxilio de um

paquimetro, e a diferenca entre as medidas das patas esquerda e direita dos animais, em

milimetros (mm), foi calculada 24, 72, 48 e 120h apds a inoculagéo.

3.11.3 Ensaio de linfoproliferacdo de linfocitos isolados de animais tratados com

MPLA e estimulados com diferentes frac6es antigénicas de P. brasiliensis

- Cultivo de macrofago de linhagem J774

Células da linhagem J774 foram cultivadas em garrafas de cultura de 75¢cm? (BD

Biosciences, Franklin Lakes, NJ, EUA), num volume final de 15mL de meio RPMI

completo (RPMI suplementado com 10% de SBF, 100mM de piruvato de sédio, 10mM
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de B-mercaptoetanol, 100U/mL de penicilina e 100pug/mL de estreptomicina e 100mM de
aminoacidos ndo essenciais). A garrafa foi entdo incubada em estufa a 37°C, com ar
umidificado e acrescido de 5% CO». O crescimento celular foi acompanhado por meio de
observacdo em microscopio invertido Nikon TS-100 e subcultivadas por meio de

tripsinizacao, quando a densidade de células formava uma monocamada confluente.

- Separacdo de células ndo aderentes do baco de animais tratados com MPLA

Os bacos foram coletados e processados conforme descrito no item 3.11.1. Apds

lise com Ack, as células totais do bago foram distribuidas em garrafas de cultura de 75cm?
(BD Biosciences) e mantidas em cultura durante 45 minutos, a 37°C, em estufa
umidificada com atmosfera de 5% de CO». Logo em seguida, as células ndo aderentes
foram coletadas. Apds a contagem das células em camara de Neubauer, foi adicionado

RPMI completo e as células colocadas em cocultura com macrofagos J774.

- Ensaio de cocultura de macréfagos e células ndo aderentes do bago

A fim de verificar se as fracdes antigénicas induziam proliferacéo de linfocitos de
animais tratados com MPLA, primeiramente, foram realizadas culturas nas quais
macrofagos de linhagem J774 (1 x 10°/pogo) foram estimulados com as fragdes 1-3, tanto
de AgSom quanto de ExoAg, por 24h, em placa de 24 pocos. Apds esse periodo de
estimulacdo, aos pocos foram adicionadas células nio aderentes (1 x 10%/poco) do baco
de animais tratados com MPLA, que permaneceram em cocultura por 48h.
Posteriormente essas células ndo aderentes foram marcadas com anticorpos e analisadas

por citometria de fluxo.

- Marcagdo com anticorpos de superficie e intracelulares e analise por

citometria de fluxo

Apbs o periodo de 48h de estimulacdo da cocultura de células, a placa foi
centrifugada a 300 x g, 4°C, por 10 minutos, e o sobrenadante coletado e armazenado a -
20°C, para posterior analise de citocinas. Cerca de 2 x 10° células foram coletadas e
distribuidas em tubos para citometria em um volume de 100uL/tubo e incubadas durante
40 minutos, a 4°C, com anticorpo contra CD16/CD32 de camundongo (Fc Block, BD
Bioscience), na concentracdo de 0,5ug/10° células, para bloqueio de receptores de Fc.
Posteriormente, essas celulas foram incubadas com o0s respectivos anticorpos

monoclonais de interesse (0,5 a 0,75ug de anticorpo para 1 x 10° células) contra CD3
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marcado com APC-Cy7, durante 30 minutos, a 4°C, no escuro. Apds o periodo de
incubagdo, as células foram lavadas com 2mL de PBS contendo 2% de soro bovino fetal
(SBF), centrifugadas a 300 x g, 4°C, por 10 minutos. Ap6s a marcagdo do anticorpo de
superficie de interesse, procedeu-se a marcagéo intracelular com o anticorpo antiproteina
nuclear Ki67 marcado com FITC, utilizando o kit Mouse Foxp3 Buffer Set (BD
Pharmingen™) para fixacdo e permeabilizacdo das células, segundo orientacdes do
fabricante. Para remocdo do excesso de anticorpos, as células foram lavadas duas vezes
com PBS, por centrifugacao a 300 x g, 4°C, por 10 minutos, e fixadas em 200uL de
formalina a 1%. As preparacGes celulares foram adquiridas no citdmetro de fluxo
FACSCanto™ 1l (BD Bioscience). As células foram selecionadas de acordo com
parametros de tamanho (FSC — Forward Scatter), granularidade (SSC — Side Scatter) e
intensidade de fluorescéncia dos anticorpos. A porcentagem de células duplo positivas

foi determinada por dot plot, dentro da regido de linfécitos.

3.11.4 Ensaio de fagocitose/ atividade fungicida

Macroéfagos da cavidade peritoneal foram obtidos de camundongos BALBI/c, 72
horas ap0s injecdo de tioglicolato a 3%, por lavagem da cavidade peritoneal. Cerca de 1
x 10® macréfagos foram infectados com 3 x 10° leveduras de P. brasiliensis e estimulados
ou ndo com 100pg de diidrolipoil desidrogenase. As células foram cocultivadas por 4h
em RPMI-completo, a 37°C, em estufa com 5% de CO> em placas de cultura de 24 pogos
para permitir a adesao e ingestdo flngica. Logo em seguida, os sobrenadantes das culturas
foram aspirados e as células foram lavadas com RPMI-incompleto a fim de remover as
células que nédo se aderiram. Nesta etapa, alguns pocos foram lavados com agua destilada
previamente autoclavada a fim de se lisar os macré6fagos. As suspensdes foram coletadas
e semeadas em placas de petri contendo meio BHI &gar. Outros pogos foram mantidos
por mais 20h, e entdo os macréfagos foram lisados conforme descrito anteriormente. O

namero de UFC foi contado e expresso como UFC/mL.

3.11.5 Producdo de anticorpos policlonais antidiidrolipoil desidrogenase

Com a proteina purificada, foi produzido anticorpo policlonal em camundongos
BALB/c machos. Para isso, a proteina foi inoculada por via subcutanea, intercalando as
inoculagdes a cada sete dias, sendo que na primeira inoculagdo, 10ug da proteina foi

emulsificada com CFA e nas seguintes com o adjuvante incompleto de Freund.
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Decorridos 15 dias da ultima inoculagéo foi realizada a sangria total e o soro obtido foi

titulado, aliquotado e estocado a -70°C.

3.11.6 Microscopia eletrénica de transmissdo para localizacdo subcelular de

diidrolipoil desidrogenase

Para realizar a localizagdo de diidrolipoil desidrogenase, hifas e leveduras foram
cultivadas como descrito no item 3.1. Essas células foram lavadas com PBS e fixadas
com formaldeido a 3,7% tamponado com PBS, por 15 minutos. As células foram lavadas
com PBS e ressuspendidas em glutaraldeido a 0,05% tamponado com PBS e incubadas a
temperatura ambiente. Apds 15 minutos as células foram centrifugadas a 5.000 x g, por
5 minutos, a temperatura ambiente, e lavadas 3 vezes com 1mL de PBS. Em seguida, as
células foram ressupendidas em Triton X-100 a 0,1% tamponado com PBS, incubadas a
temperatura ambiente, por 45 minutos, em seguida, centrifugadas a 5.000 x g, por 5
minutos, e lavadas com 1mL de PBS. As amostras foram incubadas com 1mL PBS-BSA
a 1%, a temperatura ambiente. Ap6s 45 minutos, as células foram centrifugadas 3.000 x
g, por 5 minutos e 800uL foram retirados. As células foram ressupensas nos 200uL
restantes, e nestes foram adicionados 4pL (1:500) do anticorpo primario policlonal
antidiidrolipoil desidrogenase recombinante, por 1 hora, a temperatura ambiente, sob leve
agitacdo. As células foram lavadas com PBS-BSA a 1% 4 vezes, com 5 minutos de
incubac&o para cada lavagem. As células foi adicionado o anticorpo secundario nanogold
(anticorpo 1gG de camundongo conjugado com ouro coloidal; Nanoprobes, Yaphank,
NY, EUA), sendo a reacdo incubada por 1 hora, a temperatura ambiente, sob leve
agitacdo. Apos este periodo as células foram lavadas com PBS-BSA a 1% 5 vezes, com
5 minutos de incubacdo para cada lavagem. As células foram fixadas com glutaraldeido
2,5% em tampdo cacodilato (EM Sciences, Hatfield, PA, EUA) a 0,1M, pH 7,4, por 1
hora. Apds fixagdo, as células foram lavadas com tampédo cacodilato (EM Sciences) a
0,1M, pH 7,4, e incubadas a 4°C, por 18 horas. Subsequentemente, as células foram
lavadas 5 vezes em agua Milli-Q. O tratamento posterior das células seguiu o protocolo
de GoldEnhancement (Nanoprobes), de acordo com as instrugdes do fabricante. As
células foram fixadas com cola de prata sobre suporte metalico e recoberta com ouro
(BAL-TEC-SCD 050-Sputter Coater). Finalmente, os cortes foram observados com o
microscopio de transmissdo JEM — 100 CXII (Jeol, Peabody, MA, EUA).
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3.11.7 Andlise da expressdo diferencial do gene que codifica diidrolipoil

desidrogenase por RT-PCR em tempo real

O padrdo de expressdo génica de diidrolipoil desidrogenase foi feito com hifas,
leveduras de P. brasiliensis, e nas transi¢des de hifa-levedura e levedura-hifa. Para isso,
0 RNA total de P. brasiliensis dessas foram foi extraido para a sintese do cDNA,
conforme descrito no item 3.10.2. Foram desenhados iniciadores especificos para a reacao
de PCR em tempo real — iniciador direto - 5’-GGTTTGGACAAGGTCGG-3’ e reverso
5’-CATGGCCGTAGCCCTTC-3". O ensaio foi realizado utilizando o Kit Platinum SYBR
Green gPCR SuperMix-UDG with ROX (Life Tecnologies) de acordo com as condigdes
do fabricante, como descrito no item 3.11.1. A amplificacdo dos genes de B-actina,
iniciador  direto  5’-GGATGAGGAGATGGATTATGG-3> e  inverso  5’-
GAAACACTCGACGCACACGAC-3’, e  p-tubulina, iniciador direto  5’-
GTGGACCAGGTGATCGATGT-3" ¢ inverso 5’-ACCCTGGAGGCAGTCACA-3’,
foram usadas como controle da integridade das amostras e normalizadora das reagoes.

Uma aliquota das culturas de P. brasiliensis foi retirada e submetida a colorago
com Calcofluor White (Sigma Aldrich) a 10ug/mL por 30 minutos a 37°C para analise

das morfologias fungicas por microscopia de fluorescéncia.

3.11.8 Western blotting

As amostras de ExoAg ou de diidrolipoil desidrogenase recombinante foram

transferidas para a membrana de PVDF (GE Healthcare), conforme descrito no item 3.9.3.
Ap0s transferéncia, as membranas foram incubadas com tampédo de bloqueio [gelatina a
3% em solucdo salina tamponada com Tris-HCI a 20mM, pH 7,6 (TBS) acrescida de
Tween-20 a 0,05% (TBST)], a 4°C. Apos 16h, as membranas foram lavadas 5 vezes com
TBST, 5 minutos cada lavagem, e incubadas com anticorpo policlonal de camundongo
antidiidrolipoil desidrogenase recombinante, diluido 1:1000 em TBST contendo gelatina
a 1%, a temperatura ambiente, sob agitacdo constante, por 4h. Logo apds, as membranas
foram lavadas como descrito acima e incubadas por 2h com o anticorpo secundario —
anticorpo de coelho contra IgG de camundongo conjugado a peroxidase (Sigma-Aldrich),
diluido 1:5000, a temperatura ambiente, sob agitacdo constante. Os anticorpos foram
diluidos em TBST contendo gelatina a 1%. Apds lavagens das membranas, as reagoes

foram reveladas durante 5 minutos no escuro com o substrato 3’3-diaminobenzidina



Material e Métodos - 30

(DAB) (Sigma Aldrich). Ao final, as membranas foram lavadas em agua destilada para

interromper a reacao, e colocadas para secar a temperatura ambiente.

3.12. Anélise estatistica
A determinacdo estatistica das diferencas entre as medias dos grupos
experimentais foi realizada por analise de variancia (ANOVA), seguido pelo pos-teste
de comparacdo multipla de Tukey, utilizando o programa GraphPad Prism (GraphPad
Software, San Diego, EUA). Diferencas com p<0.05 foram consideradas

estatisticamente significativas.
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4. RESULTADOS

4.1. Tratamento da PCM experimental

Dados prévios de nosso grupo tém mostrado que CFA, um potente adjuvante
indutor de resposta do padrdo Thl, tem potencial imunoterapéutico na PCM
experimental, levando a uma diminuicdo acentuada da carga fungica e melhora do quadro
inflamatério (De Oliveira et al., 2008). O fato de obtermos melhora dos animais
infectados com P. brasiliensis apenas injetando uma preparacgédo de adjuvante, que induz
resposta do padrdo Thl, desprovida de antigenos fungicos, sugeriu-nos que estava se
desenvolvendo uma mudanga de resposta que revertia a resposta imunitaria para
antigenos fungicos durante o curso da infeccéo.

Como o tratamento com CFA ¢ eficiente na reducdo da carga fangica na PCM
experimental, utilizamos, inicialmente, esse adjuvante para ajuste das condic¢des
experimentais e uso como controle da terapia. Conforme esperado, o tratamento com
CFA, vinte dias ap0s a infeccdo, reduziu significantemente a carga flngica, apés trinta
dias do tratamento, determinada pela contagem de UFC no pulmédo (figura 1). Esses
resultados permitem sugerir que apds os 20 dias de infeccdo, os animais controles
continuam a permitir a replicacdo das leveduras de P. brasiliensis, ao contrario do grupo
tratado com CFA que controla a infeccdo. A contagem de UFC em animais infectados ou
submetidos a terapia foi também um parametro importante para o controle das respostas

nos animais nos quais foi induzida a DTH com as diferentes preparagdes antigénicas.
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Figura 1. Camundongos infectados com P. brasiliensis e tratados com CFA tem reducéo significativa
na carga fungica. Camundongos BALB/c foram infectados por via intratraqueal com 3 X 10° leveduras de
P. brasiliensis (Pb18). Vinte dias ap6s infec¢do (20 dias), um grupo foi submetido a eutandsia e outros dois
grupos foram tratados com CFA (Terapia) ou PBS (Controle). Os dois grupos tratados foram mantidos
vivos por 30 dias. A carga fingica dos animais foi determinada a partir do homogenato do pulméo e

expressa quanto ao nimero de UFC por grama de tecido pulmonar. Dados representam a média + o desvio
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padrdo dos resultados obtidos de cada grupo. Asterisco indica p<0,05 em relacdo ao grupo 20 dias,
enquanto dois asteriscos indicam p<0,05 em relacdo aos demais grupos. Os animais controles continuaram
a ter um aumento de carga flingica ap6s os 20 dias de infec¢éo, ao contrario do grupo terapia que teve uma

diminuicdo significativamente do nimero de UFC.

4.2. Separagao de preparag0es antigénicas de P. brasiliensis e indugdo de
hipersensibilidade retardada em animais tratados com CFA

A fim de se isolar e caracterizar componentes antigénicos de P. brasiliensis,
prop6s-se a separacdo de antigenos totais que pudessem ter associagdo com a resposta
imunologica protetora induzida em camundongos infectados cronicamente e tratados,
inicialmente, com CFA. Para isso, isolamos antigenos somaticos (AgSom) e exoantigenos
(ExoAg) de leveduras de Pb18 mantidas em cultura em meio liqguido HAM-F12, por 15
dias. A andlise eletroforética dessas preparac@es revelou um perfil complexo de bandas
com diferentes massas moleculares para AgSom (figura 2A). Na preparagdo de ExoAg,
destacam-se, como majoritarias, a banda de aproximadamente 60kDa, e duas bandas de
aproximadamente 85 e 90kDa (figura 2B).
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Figura 2. SDS-PAGE das preparacdes antigénicas da cepa virulenta Pb18. Leveduras de P. brasiliensis
foram cultivadas em meio liquido HAM F-12, por 15 dias, a 36°C, a 100rpm. Apds esse periodo, a cultura
foi centrifugada a 10.000 X g. O sedimento foi lavado com PBS por centrifugagdo (10.000 X g), sonicado
e centrifugado nas mesmas condicBes descritas acima. O sobrenadante da suspensdo de leveduras lisadas
foi filtrado e usado como fonte de antigenos somaticos (AgSom) (A). Ja sobrenadante da cultura, contendo
exoantigenos (ExoAg) (B), foi concentrado e dialisado em dispositivo Amicon, com membrana de exclusdo
de 3kDa. Gel corado com azul de Coomassie. A migracdo eletroforética de proteinas com massas

moleculares conhecidas (raia 1 de ambos os géis) esta indicada na figura (expressa em kDa).
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Inicialmente, avaliamos se as preparacfes antigénicas poderiam induzir uma
ativacgdo celular in vivo (DTH). Para isso, camundongos naive e infectados cronicamente,
submetidos ou ndo ao tratamento com CFA, foram desafiados com essas preparagdes no
coxim plantar. As respostas foram medidas pela diferenca de inchaco da pata que foi
injetada com antigenos em relacdo a pata contralateral, injetada com PBS, 24, 48, 72 e
120h ap0s injecdo. Como observado na figura 3, os camundongos tratados com CFA
tiveram uma DTH mais evidente quando comparado aos camundongos controle — sem
tratamento, principalmente no tempo de 24 e 48h apds a inoculacdo. Ambos os grupos —
controle e terapia — tiveram respostas para ambas as preparacfes significativamente

maiores quando comparados aos animais ndo infectados — naive.
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Figura 3. Reacdo de hipersensibilidade retardada induzida por preparacfes de exoantigenos (ExoAg)
e antigenos somaticos (AgSom) em camundongos infectados cronicamente, submetidos ou nédo a
terapia com CFA. Camundongos foram infectados e tratados como descrito na legenda da figura 1
(terapia). Um grupo de animais foi infectado e injetado apenas com PBS, ao invés de CFA (controle). Apés
30 dias do tratamento, 0s grupos terapia e controle, bem como um grupo de animais nao infectados (naive),
foram inoculados com 50ug de AgSom ou ExoAg no coxim plantar esquerdo da pata traseira. O coxim
plantar da pata contralateral foi inoculado com PBS. O inchaco das patas foi determinado pela diferencga de
medidas entre as patas direita e esquerda. Asterisco indica p<0,05 em relacdo ao grupo naive, enquanto
cerquilha indica p<0,05 em relacdo ao grupo controle. Os camundongos tratados com CFA tiveram uma

DTH significativamente maior que a dos camundongos controle — sem tratamento.

Tomados em conjunto esses resultados, sugere-se que as preparacées possam

conter alvos potenciais para o estudo da ativacdo celular no curso da PCM experimental.
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4.3. Rastreamento de adjuvantes promissores para o tratamento da PCM
experimental

Apesar de CFA ter efeitos terapéuticos na PCM experimental (De Oliveira et al.,
2008), ele apresenta efeitos toxicos que tornam impeditivo 0 seu uso em seres humanos
(Billiau e Matthys, 2001; O'hagan, 2001; Stills, 2005).

A fim de selecionar os adjuvantes que pudessem apresentar duas caracteristicas,
quais sejam, (1) gerar ou modificar uma resposta imunolégica em animais infectados
cronicamente com P. brasiliensis, levando a diminuicdo de carga fungica e leséo
pulmonar e (2) ser, possivelmente, aplicavel a terapéutica humana, foi realizado um
experimento com quatro adjuvantes diferentes: MPLA de S. minnesota, agonista de
TLR4, PAM3CSKG4, - um lipopeptideo triacilado sintético agonista de TLR2, AS04 (que
contém 5ug de MPLA de B. pertussis e 50ug de hidroxido de aluminio) e hidroxido de
aluminio.

Neste ensaio, vinte dias ap6s a infeccdo, os camundongos receberam 0s
tratamentos e, ap6s 30 dias, foi avaliada a quantidade de fungos recuperados nos pulmaes.
Como demonstrado na figura 4, quando o nimero de UFC dos animais que receberam o
tratamento com MPLA € comparado aos animais controle, nota-se uma reducéo
significativa de fungos nos pulmdes (de 5,05 x 10° UFC/g + 1,23 para 0,47 x 10° UFC/g
+0,29). Este numero é comparavel ao controle da terapia utilizada no experimento — CFA
(0,61 x 10° UFC/g * 0,36), dado nio observado para os animais que receberam o
tratamento com PAM3CSKj4 (5,53 x 10° UFC/g + 2,63), AS04 (6,67 x 10° UFC/g * 2,29)
e hidroxido de aluminio (4,83 x 10° UFC/g + 1,47). Outras concentracdes dos adjuvantes
MPLA e PAM3CSK,; foram testadas, 5 e 10ug/camundongo, e ndo apresentaram
diferencas significativas quando avaliado UFC ou quadro histopatol6gico (dados néo
mostrados).
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Figura 4. Terapia com MPLA diminui a carga fungica pulmonar de animais infectados com P.
brasiliensis. Camundongos BALB/c foram infectados por via intratraqueal com 3 x 10° leveduras de P.
brasiliensis (Pb18). Vinte dias apds infecgdo, os animais foram tratados, por via subcutanea, com CFA
(100pL, emulsificado em PBS na proporgéo 1:1), AS04 (5ug de MPLA de B. pertussis e 50pg de hidroxido
de aluminio), hidréxido de aluminio (50ug), MPLA ou PAM3CSK4 (ambos a 20pug/ camundongo) ou
mantidos sem tratamento (controle). A determinacdo de carga fungica foi feita 30 dias apds o tratamento.
Os macerados dos pulmdes dos animais foram usados para contagem de UFC. Dados representam a média
* 0 desvio padréo dos resultados de cada grupo. Asterisco indica p<0,05 em relacdo ao controle. MPLA,
mas néo os outros adjuvantes testados, que séo liberados para uso em seres humanos, induz uma diminuigdo
de carga flingica similar a observada para CFA, sugerindo que MPLA pode ser eficiente no tratamento de
PCM.

Acrescidos aos resultados de UFC, a analise das laminas de histologia revelou que
os animais tratados com CFA e MPLA apresentaram maior preservacdo do tecido
pulmonar, com granulomas bem estruturados e compactos (figura 5). Ja para aqueles
animais que receberam o tratamento com ASO04, hidréxido de aluminio ou PAM3CSKa,
verifica-se que os granulomas dos pulmdes desses animais foram pouco delimitados e
bastante difusos, com a presenca de células fungicas espalhadas pelo tecido e muitos

focos de inflamacdo (figura 5).
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Controle

Figura 5. Histologia do pulm&o de camundongos BALB/c submetidos a terapia com diferentes
adjuvantes. Camundongos BALB/c foram infectados por via intratraqueal com 3 x 10° leveduras de P.
brasiliensis (Pb18). Vinte dias apds a infeccdo, os animais foram tratados conforme descrito na legenda da
figura 4. Os animais foram mortos 30 dias ap6s o tratamento e parte do pulméo foi removida e processada
para as andlises histoldgicas. As laminas foram coradas com HE. As imagens foram capturadas e
digitalizadas pelo programa ImagePro. A escala dos cortes esté identificada pela linha preta e corresponde
a Imm. As imagens da regido inferior da figura sdo correspondentes a uma regido escolhida ao acaso.

Uma vez que a terapia MPLA diminuiu claramente a carga fangica e preservou o
paréngquima pulmonar de animais infectados, determinamos a concentragdo de citocinas
pré- e anti-inflamatorias no sobrenadante de tecido pulmonar de camundongos infectados
com P. brasiliensis que foram tratados ou ndo com CFA ou MPLA. Curiosamente,
elevadas concentracGes de citocinas inflamatdrias IFN-y e TNF-a foram observadas no

macerado de pulmé&o de camundongos infectados e tratados com CFA ou MPLA quando
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comparado com as concentracbes em camundongos controle (figura 6B e C). Em
contraste, os camundongos controle apresentaram concentragdes significativamente
maiores de 1L-10 e IL-4 do que aquelas de animais tratados com MPLA e com CFA
(figura 6F e G). N&o houve diferencas significativas nas concentrac6es das citocinas IL-
2, IL-6 e IL-17 entre os grupos (figura 6A, D e E).
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Figura 6. MPLA induz um perfil de citocinas pré-inflamatérias em camundongos infectados com P.
brasiliensis. Camundongos BALB/c infectados com P. brasiliensis foram injetados CFA ou MPLA no dia
20 apos a infeccdo ou mantidos sem tratamento (controle). O homogenato pulmonar foi analisado 30 dias
apos o tratamento, ou seja, 50 dias apos a infeccdo, a fim de determinar a concentragdo de (A) IL-2, (B)
IFN-y, (C) TNF-a, (D) IL-6, (E) IL-17, (F) IL-10 e (G) IL-4. As amostras sdo de cinco animais por grupo
e os resultados representam valores da média + desvio padrédo. Asterisco indica p<0.05 em relagéo ao grupo
controle. MPLA, similarmente & CFA, induz um perfil de citocina prd-inflamatério, revertendo o perfil

mais anti-inflamatério visto nos animais ndo tratados.

Nesta etapa, aventamos a hipdtese de que a associacao desse indutor de resposta
imunolégica e a administracdo de medicacdo amplamente utilizado em pacientes com
PCM pudesse ser benéfica em nosso protocolo terapéutico. Neste experimento, utilizamos
fluconazol por via intraperitoneal, diariamente, a 10mg/kg/dia, seguindo o protocolo
experimental de tratamento de 30 dias da PCM, como anteriormente utilizado.

Como esperado, o0 grupo de animais tratados com MPLA teve uma baixa carga
fungica (0,05 x 10° UFC/g + 0,03) quando comparada ao controle (5,06 x 10° UFC/g +
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3,98). Da mesma forma, o tratamento com fluconazol, 20 ou 27 apds a infeccdo, também
foi eficiente (Fluco 20dpi — 0,40 x 10° UFC/g + 0,42; Fluco 27dpi 0,54 x 10° UFC/g +
0,71). Inesperadamente, ndo houve diferenca entre o grupo infectado e tratado com
MPLA mais fluconazol, antifungico administrado a partir do sétimo dia de tratamento
com MPLA (Fluco + MPLA 0,91 x 10° UFC/g + 1,0), em relacdo aos demais grupos
tratados (MPLA, Fluco 20dpi e Fluco 27dpi).
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Figura 7. Tratamento com MPLA associado a fluconazol ndo tem efeito benéfico adicional na reducéo
de carga fangica no modelo de terapia da PCM experimental, analisado 50 dias apds a infecgéo.
Camundongos infectados por via intratraqueal com 3 x 10° leveduras de P. brasiliensis (Pb18) foram
divididos em grupos que foram injetados 20 dias ap6s a infec¢do com: controle — PBS, MPLA — MPLA
(20pg/ camundongo), Fluco 20dpi — fluconazol (10mg/kg/dia) diariamente até o dia 50 ap6s infec¢do, e
Fluco+MPLA —uma dose de MPLA (20pg/ camundongo) e, ap6s 7 dias (27dpi), fluconazol (10mg/kg/dia)
diariamente até o dia 50ap06s infeccdo. Fluco 27dpi — os animais receberam fluconazol (10mg/kg/dia),
diariamente, 27 dias pos-infeccdo A determinacéo de carga fungica foi feita 50 dias apds a infecgdo. Os
macerados dos pulmdes dos animais foram usados para contagem de UFC. Dados representam a média +

o desvio padrdo dos resultados de cada grupo. Asterisco indicam p<0,05 em relagdo ao controle.

4.4. Rastreamento de fracdes antigénicas que induzem ativacao in vitro de
células esplénicas de animais infectados e tratados com MPLA.

O fato de as preparagfes AgSom e ExoAg serem capazes de induzir reagdes de
DTH, motivou a avaliacdo dessas preparacGes em relacdo a respostas imunologicas
promissoras em animais infectados e tratados com MPLA. Inicialmente, realizou-se a
deteccdo de citocinas de células esplénicas estimuladas com os antigenos por meio da

quantificacdo dos RNAm por RT-PCR em tempo real. Como mostrado na figura 8, ha
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uma alta expressdo de IFN-y ¢ TNF-a nas células de animais tratados com MPLA
estimuladas com AgSom, nas concentracdes de 10 e 20pg, e com 20ug de ExoAg, quando
comparadas com as células do mesmo grupo sem estimulo (meio). Ademais, observamos
altos niveis de expressédo de iINOS nas células de animais tratadas com MPLA e que foram
estimuladas com os antigenos nas concentracfes anteriormente citadas. A citocina anti-
inflamatoria TGF-B ndo teve a deteccdo dos transcritos tdo expressiva quanto outras
citocinas. Ja IL-10 apresentou niveis de expressdo ndo detectiveis nas celulas de animais
submetidos a terapia com MPLA e estimulada com as diferentes preparacdes antigénicas.
Curiosamente, a expressdo dessas citocinas e iINOS apresentou algumas diferencas para
os animais infectados e tratados com CFA, chamando atengdo os niveis aumentados de
IL-10 para células estimuladas AgSom, nas concentracfes de 10 e 20pg, e com 20ug de

ExoAg, o que ndo foi observado para os animais tratados com MPLA.
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Figura 8. Quantificacdo da expressdo do RNAm de citocinas e da enzima iNOS de células esplénicas
por RT-PCR em tempo real. O RNA total de células esplénicas de animais BALB/c infectados com P.
brasiliensis e tratados com PBS (Controle), CFA ou MPLA foi extraido apds 48 horas da estimulagdo com
as preparacdes antigénicas ExoAg e AgSom em diferentes concentragfes (10 e 20ug). Apos a extragdo do
RNA, o cDNA foi confeccionado para uso na quantificacdo da expressdo relativa. Como controle negativo
usou-se 0 RNA total de células ndo estimuladas (meio). Para verificar a integridade e qualidade dos cDNAs,
foram utilizados pares de iniciadores especificos para B-actina nas reacGes iniciais. Essas reagbes de
amplificagdo do gene de B-actina de camundongos também foram utilizadas como normalizadoras das
quantidades de cDNA de cada amostra. A expressdo relativa do mRNA foi corrigida pela expressdo do

transcrito do gene constitutivo da B-actina. Células de animais tratados com MPLA estimuladas com
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AgSom, nas concentragbes de 10 e 20ug, e com 20ug de ExoAg mostram um perfil pré-inflamatério.

Embora CFA também induza perfil parecido, nota-se que esse adjuvante também induz IL-10.

Com o intuito de se identificar antigenos de P. brasiliensis que séo protetores na
terapia com MPLA, separou-se antigenos totais de P. brasiliensis em fracfes menos
complexas. Inicialmente, essas fragdes antigénicas, AgSom e ExoAg, foram resolvidas
por eletroforese para padronizacdo das concentragdes aplicadas no gel. Em sequéncia foi
feita transferéncia para a membrana de PVDF (GE Healthcare) (figura 9), sendo
recortadas trés partes da membrana, referente a antigenos com massa moleculares
diferentes. Essas partes da membrana foram usadas para posterior determinacdo da

atividade imunoestimulatdria in vitro e caracterizacdo de fragGes proteicas promissoras.
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Figura 9. Perfil de proteinas somaticas e extracelulares isoladas do meio de cultura de P. brasiliensis
transferidas para membrana de PVDF. Antigenos soméaticos (AgSom) e exoantigenos (ExoAg) de
leveduras de P. brasiliensis foram preparados e separados em SDS-PAGE, conforme descrito na legenda
da figura 2. Imediatamente apés a corrida eletroforética, as proteinas separadas no gel foram submetidas a
transferéncia para a membrana de PVDF. As membranas foram coradas com Ponceau S e as fracfes das
membranas foram recortadas e 3 partes, como indicado na 3?2 raia das duas membranas. Essas frac6es foram

estocadas a -20°C até o uso.

As membranas de PVDF recortadas, contendo antigenos de P. brasiliensis, foram

adicionadas a placas de cultura de 24 pocos, contendo 1mL de meio RPMI completo e
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30pg/mL de polimixina. A esses pocos, foram adicionados macréfagos de linhagem J774,
que foram mantidos em cultura durante 24h para fagocitose das fragdes antigénicas. Apos
esse periodo, foram adicionadas células esplénicas dos animais protegidos para
determinacéo dos antigenos que geram resposta proliferativa.

Como pode ser observado na figura 10, quando utilizamos as preparacdes
antigénicas totais, somente AgSom induziu a uma porcentagem significativa de
proliferacédo de linfécitos (13,50% + 0,84) quando comparado ao controle (5,86% + 0,47).
Em relacdo as membranas de PVDF recortadas contendo antigenos, merece destaque a
parte 2 da raia de ExoAg, com proliferacédo significativa de linfécitos T, marcados com
anti-CD3 e anti-Ki67 (32,80% £ 0,84). Importante mencionar que esta taxa de
proliferacdo ficou muito proxima aquela obtida com o controle positivo (43% + 10,54), a

lectina ConA, que é forte indutora de mitose em linfocitos T murinos.
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Figura 10. Ensaio de proliferacéo induzida pelas fragdes antigénicas de P. brasiliensis. As células do
baco isoladas de animais infectados e tratados com MPLA, mortos 9 dias apds o tratamento, cocultivadas
com macrofagos de linhagem J774 previamente estimulados com as fragdes antigénicas de Pb18, descritas
na figura 9 ou ConA (2ug/mL), como controle positivo. Células ndo estimuladas foram usadas como
controle negativo (controle). Ap6s 48 horas de cultivo as células foram marcadas com anticorpos contra
CD3 APC-Cy7 e Ki67 FITC e analisadas por citometria de fluxo. A porcentagem de células que
proliferaram foi determinada por tamanho e granularidade no histograma, dentro da gate de linfdcitos. O
grafico representa valores da média + desvio padréo dos resultados de cada grupo. Asterisco indica p<0.05
em relacéo ao grupo controle. Os antigenos de P. brasiliensis, principalmente o ExoAg da membrana parte

2, induzem proliferacdo de linfdcitos T esplénicos de animais infectados e tratados com MPLA.



Resultados - 42

4.5. Sequenciamento da proteina de aproximadamente 60kDa de P.
brasiliensis majoritariamente liberada no meio extracelular

Tanto a preparacdo de AgSom quanto a de ExoAg induziram proliferacdo de
linfocitos T CD3* isolados do bacgo de animais infectados e tratados com MPLA. Em um
primeiro momento, devido a menor complexidade de bandas proteicas resolvidas por
eletroforese convencional nas preparagdes de EXoAg, nesta etapa do estudo, decidiu-se
restringir as analises para as fracGes antigénicas contidas na preparacéo de EXoAg.

Nas preparacdes da fracdo 2 do ExoAg, uma proteina de aproximadamente 60kDa
é invariavel e majoritariamente expressa na analise por SDS-PAGE quando as leveduras
de P. brasiliensis sdo cultivadas em meio Nutrient Mixture HAM F-12 (figuras 2, 9 e
11A, indicada pela seta). O fato de essa fracdo induzir maior porcentagem de proliferacao
de linfocitos T CD3" isolados do bago de animais infectados e tratados com MPLA e ser
majoritariamente expressa na preparacdo de ExoAg de P. brasiliensis, suscitou a hipétese
de que essa proteina de 60kDa pudesse um alvo em potencial, 0 que motivou a sua
identificacdo para clonagem, expressdo, avaliacdo de seu papel terapéutico na PCM
experimental.

Para isso, a banda de 60kDa corada com azul de Coomassie foi recortada do gel e
enviada para a identificagdo no ‘FingerPrints’ Proteomics Facility, Post-Genomics and
Molecular Interactions Centre, Universidade de Dundee, Dundee, Escécia. A
identificacdo foi realizada através da analise do perfil das massas de peptideos tripticos
(peptide mass fingerprints) por espectrometria de massa (1D-LC-MS/MS) e busca por
identidade em banco de dados. O resultado do sequenciamento revelou similaridade dessa
proteina com diidrolipoil desidrogenase de P. brasiliensis. A figura 11B mostra a

sequéncia de aminodcidos de diidrolipoil desidrogenase.

MFRPLLPRLAGRSISROMRQSOMCSASTALSGPHVLGHSRRGYATGS!

EGLKTVCIEKRGKLGGTCLNVGCIPSKSLLNNSHLYHQILHDTKE

LTKGIEFLLKKNSVEYVKGTGSFIDQNSVKVDLL!

TGALQLKEVPKKMIVIGGGIIGLEMASVWSRLGA!

| VGTKVTSGDDNGKNVVLNV! VGVEVDEKGRVVIDQEYR
TKSQHIRVIGDCTFGPMLAHKAEEEAVAAIEYIKKGYGHVNYAATPSVMYTHPEVAWVGONEADVKAAGI

‘ KYRVGTFPFSANSRAKTNLDTEGLVKFIADAETDRILGVHIIGPGAGEMIAEATLAIEYGASCEDVARTC
HAHPTLSEAFKEAAMATYSKAIHF

EHDVVVIGGGVAGYVAAIKAGQ
VGDVKLNLEQMMKAKESSVDS
ERTLKGKNIIVATGSEPTPFPGLTIDEERIITS
IVEFLNQIGGPGMDAEISKQAQKILGKQGIKFL
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Figura 11. (A) SDS-PAGE da fracdo ExoAg de P. brasiliensis. Leveduras de P. brasiliensis foram
cultivadas por 15 dias, a 36°C, a 100rpm. Apos esse periodo, as culturas foram centrifugadas a 10.000 x g,
e 0 sobrenadante dialisado em dispositivo Amicon (Millipore) com membrana de exclusdo de 3kDa. A
banda indicada pela seta foi recortada e enviada para a identificacdo por espectrometria de massa. Gel
corado com azul de Coomassie. (B) Sequéncia de aminoacidos da proteina diidrolipoil desidrogenase

de P. brasiliensis. Esta proteina possui 514 aminoacidos.

4.6. Clonagem e expressdo heterologa de diidrolipoil desidrogenase de P.
brasiliensis

3.12.1 Clonagem do gene de diidrolipoil desidrogenase

Primeiramente, foi feita a analise da sequéncia proteica no site do Broad Institute
(https://www.broadinstitute.org/ - PADG_06494.1 dihydrolipoyl dehydrogenase). Como
essa proteina possui introns, foi necessaria a extracdo de RNA de Pb18 para clonagem
dos transcritos. Pela analise das bandas em gel de agarose a 1,5%, pode-se observar a
integridade e qualidade do RNA de P. brasiliensis extraido com o reagente comercial
TRIzol® (figura 12A, raias 2, 3, 4 e 5). Essas preparacdes foram posteriormente dosadas
em Nanodrop®, e mostraram uma relagdo 260/280 de 2,0 e de 260/230 de 2,1.

Ap0s a sintese do cDNA, este foi utilizado como molde para a PCR do gene que
codifica diidrolipoil desidrogenase utilizando os pares de iniciadores especificos e enzima
DNA polimerase de alta afinidade. A analise dos fragmentos amplificados foi feita em
gel de agarose a 0,8% e foi condizente com o tamanho esperado do gene 1.665pb (figura
12B, indicado pela seta). A banda correspondente a esse fragmento foi purificada do gel
de agarose e mantida a -20°C até o uso.
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Figura 12. (A) Eletroforese da extracdo de RNA total de P. brasiliensis (Pb18). As células de P.

brasiliensis foram crescidas por 7, 10, 13 e 15 dias, raias 2, 3, 4 e 5, respectivamente, em meio Nutrient
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Mixture HAM F-12, a 37°C (forma de leveduras) e recuperadas por centrifugagéo a 10.000 x g. RNA dessas
leveduras foram extraidos utilizando-se o reagente comercial TRIzol®. (B) Amplificacéo de diidrolipoil
desidrogenase. O cDNA produzido a partir do RNA de P. brasiliensis foi submetido a PCR para
amplificacdo de diidrolipoil desidrogenase. A amplificacdo do produto de PCR de diidrolipoil
desidrogenase estd mostrado na raia 2 e o controle negativo (sem molde) da reacdo esta representado na
raia 3. A analise da qualidade do RNA foi feita por eletroforese em gel de agarose a 1,5% (A) e da
amplificacdo em gel de agarose a 0,8% (B), ambos corados com SYBR Safe DNA Gel Stain (Life
Technologies). O marcador DNAA/HindIII estd mostrado nas raias 1 das figuras A e B, com os tamanhos

dos fragmentos de DNA em pb descritos do lado esquerdo da figura.

O inserto purificado foi, entdo, ligado em vetor de clonagem pCR2.1 TOPO-TA
(Life Technologies) e transformado em bactéria E. coli da cepa DH10b. Nesta etapa, dez
clones foram selecionados e submetidos a PCR para verificacdo da presenca do gene de
diidrolipoil desidrogenase. Apos confirmacdo da positividade nos clones selecionados
(figura 13A), os plasmideos foram extraidos e os clones estocados a -80°C. Como a
confirmacdo da clonagem, os plasmideos purificados foram submetidos a reacdo de
digestdo utilizando enzimas de restricdo especificas para liberacdo do inserto, BamHI e
Ndel. Como demonstrado pelas setas na figura 13B, os produtos das reagdes de restricdo
apresentaram dois fragmentos: um correspondente ao inserto de 1.665pb (diidrolipoil
desidrogenase) e outro, ao vetor de 3900pb (pCR2.1 TOPO-TA), indicando que houve a

clonagem do gene no vetor.
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Figura 13. (A) Eletroforese para andlise da clonagem do gene de diidrolipoil desidrogenase (DLD) no
plasmideo pCR2.1 TOPO-TA. Dez clones de bactérias E. coli DH10b contendo o plasmideo pCR2.1
TOPO-TA/DLD foram selecionados de placas com meio seletivo contendo canamicina a 50pg/mL e
submetidos & PCR para verificacdo da amplificacdo do inserto de diidrolipoil desidrogenase (1665pb). (B)
Eletroforese da digestdo de pCR 2.1 TOPO contendo o gene completo de diidrolipoil desidrogenase.
O plasmideo foi extraido de bactérias E. coli DH10b transformadas e submetidos a digestdo com enzimas
de restricdo BamHI e Ndel. Os produtos da digestdo estdo indicados pelas setas. As amostras foram
submetidas em gel de agarose a 0,8% corado com SYBR Safe Gel Stain. O marcador DNAA/HindIII est&
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mostrado nas raias 1 das figuras A e B, com 0s tamanhos dos fragmentos de DNA em pb descritos do lado

esquerdo da figura. P e N indicam o controle positivo e negativo da reacdo, respectivamente.

O inserto liberado enzimaticamente e purificado foi subclonado de um modo sitio
dirigido no plasmideo pET-28a. O produto dessa ligac&o foi transformado em bactérias
E. coli DH10b e a presenca do gene de diidrolipoil desidrogenase foi confirmada por PCR
dos clones selecionados (figura 14A). Plasmideo pET28a/DLD obtido de um clone foi
purificado e submetido a reacdo com enzimas de restricdo BamHI e Ndel, para a liberagédo
do inserto (figura 14B), utilizando a mesma reacdo descrita para pCR2.1 TOPO-TA/
DLD. O plasmideo contendo o gene de diidrolipoil desidrogenase foi enviado para
sequenciamento para confirmacdo da clonagem e verificar se a fase de leitura aberta

estava correta.

«— 1665pb—»

< 5369pb

«— 1665pb

Figura 14. (A) Eletroforese para analise da clonagem do gene de diidrolipoil desidrogenase (DLD) no
plasmideo pET-28a. Sete clones de bactérias E. coli DH10b contendo o plasmideo foram selecionados de
placas com meio seletivo contendo canamicina a 50ug/mL e submetidos & PCR para verificacdo da
amplificacdo do inserto de diidrolipoil desidrogenase (1665pb). (B) Eletroforese da digestdo de pET-28a-
DLD. O plasmideo foi extraido de bactérias E. coli DH10b transformadas e submetidos a digestdo com
enzimas de restricdo BamHI e Ndel. Os produtos da digestéo estdo indicados pelas setas. As amostras
foram submetidas em gel de agarose a 0,8% corado com SYBR Safe Gel Stain. O marcador DNAA/HindIIl
estad mostrado nas raias 1 das figuras A e B, com os tamanhos dos fragmentos de DNA em pb descritos do

lado esquerdo da figura. P e N indicam o controle positivo e negativo da reacdo, respectivamente.

Uma vez confirmado por andlise do sequenciamento de nucleotideos que as
caracteristicas do pET-28a/DLD eram ideais, transformou-se bactérias E. coli da
linhagem Rosetta com essa construgdo. A presenca do plasmideo foi confirmada por PCR,

como descrito anteriormente (dados ndo mostrados).
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3.12.2 Inducdo, expressao e purificacdo de diidrolipoil desidrogenase recombinante

A alta expressdo de proteinas recombinantes em E. coli resulta, frequentemente,
na producdo de agregados insollveis conhecidos como corpusculos de inclusdo (De Groot
e Ventura, 2010). Como observado na figura 15, o rendimento médio da proteina
recombinante soltvel foi baixo (representado na figura como fragéo soltvel — F.S.), nas
duas condicBes de inducdo com IPTG testadas (0,4 e 0,8mM), devido a expressdo, em
sua maior parte, como agregados insollveis (fracdo insolavel, F.1.), o que dificultou,
inicialmente, o processo de sua producdo, assim como sua utilizacdo em analises
experimentais. A analise de expressdo proteica inicial revelou que a maior producéo da
proteina recombinante expressa como agregado insoluvel ocorreu, ap6s 6h de inducéo,
com 0,8mM de IPTG.

1 NI 04 08 0,4 0,8

F.l. F.S.

Figura 15. SDS-PAGE de diidrolipoil desidrogenase recombinante expressa como proteina solavel e
corpusculos de inclusdo. Amostras de diidrolipoil desidrogenase expressas em E. coli da linhagem Rosetta
transformadas com pET28a-DLD foram coletadas apds 6h de inducdo com diferentes concentragcdes de
IPTG (0,4 ou 0,8mM). Essas amostras foram sonicadas em tampdo de lise e centrifugadas a 10.000 x g.
Sobrenadante (ou fragdo soltvel — F.S.) e sedimento (ou fracéo insoltvel — F.1.) foram analisados por SDS-
PAGE. Gel corado com azul de Coomassie. A migrac&o eletroforética das proteinas com massa moleculares

conhecidas (em kDa) esta mostrada na figura (raia 1). N.I. ndo induzido.

Diante desses resultados, optamos pelo isolamento da proteina recombinante a
partir dos corpusculos de inclusdo, solubilizada com ureia (7M), um agente caotropico
desnaturante amplamente utilizado em protocolos de solubilizagdo de proteinas
insolGveis (Clark, 2001). A analise eletroforética da proteina purificada por cromatografia
de afinidade em coluna de niquel imobilizado demonstrou alto grau de homogeneidade,

com massa molecular aparente de 60kDa (figura 16). A dosagem proteica pelo método
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de Bradford revelou que o rendimento médio de diidrolipoil desidrogenase recombinante
solubilizada foi de 10mg de proteina por litro de cultura, sendo obtida uma preparacéo
estoque de 5mg/mL.
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Figura 16. SDS-PAGE de diidrolipoil desidrogenase recombinante solubilizada de corpusculos de
incluséo e purificada por cromatografia de afinidade. Diidrolipoil desidrogenase recombinante expressa
como corpusculos de inclusdo foi lavada com solugdo detergente contendo Triton X-100 a 1% e 2M de
ureia, a fim de se eliminar padrfes moleculares associados & patégenos presentes em E. coli, tais como
LPS, lipoproteina, dentre outros. Posteriormente, a proteina foi solubilizada com ureia a 7M e incubada
com solugéo contendo 2mM de L-arginina por 2h, a temperatura ambiente, sob agitacdo constante, para
renaturacdo proteica. Apés centrifugacdo a 10.000 x g, o sobrenadante foi submetido a cromatografia de
afinidade em sistema de cromatografia liquida Akta Purifier (GE Healthcare) em coluna HiTrap FF Crude
(GE Healthcare). A proteina purificada foi analisada por SDS-PAGE a 12%. Gel corado com azul de

Coomassie.

4.7. Andlise do efeito de diidrolipoil desidrogenase na proliferacao de
linfdcitos esplénicos de animais tratados com MPLA, fagocitose e
atividade fungicida de macrdéfagos isolados da cavidade peritoneal

A fim de verificarmos se a diidrolipoil desidrogenase recombinante também
induzia a proliferacdo de linfécitos T do baco de animais infectados com P. brasiliensis
e tratados com MPLA, utilizamos o mesmo protocolo experimental de linfoproliferagcéo
do item 4.5. Nesse ensaio, como controle, utilizamos outra proteina recombinante em
estudo no laboratorio, a gp43. Como pode ser observado na figura 17, diidrolipoil
desidrogenase recombinante induz proliferacdo significativa de linfocitos T (14,35% +
1,65) quando comparado ao grupo controle (5,86% = 0,47), ao contrario de gp43
recombinante, cuja proliferacdo (9,50% + 2,9) néo diferiu significativamente em relacao

ao controle.
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Figura 17. Ensaio de proliferacdo induzida por proteinas recombinantes de P. brasiliensis —
diidrolipoil desidrogenase e gp43. Células esplénicas nédo aderentes (1 x 105) de animais infectados e
tratados com MPLA foram cocultivadas com macrdéfagos de linhagem J774 (3 x 10° previamente
estimulados com as fracBes antigénicas de Pb18 descritas na figura, ou ConA (2ug/mL). Células nédo
estimuladas foram usadas como controle negativo (controle). Apds 48 horas de cultivo as células foram
marcadas com anticorpos contra CD3-APC-Cy7 e Ki67 FITC e analisadas por citometria de fluxo. A
porcentagem de células que proliferaram foi determinada por tamanho e granularidade no histograma,
dentro da gate de linfocitos. O gréafico representa valores da média + desvio padréo dos resultados de cada
grupo. Asterisco indica p<0.05 em relacdo ao grupo controle. Ao contrario de gp43, diidrolipoil
desidrogenase recombinante induz proliferacdo de linfocitos T esplénicos de animais infectados e tratados
com MPLA.

Sabendo-se que macrdfagos constituem um dos mecanismos primarios de defesa
contra a infeccdo por P. brasiliensis, avaliamos se diidrolipoil desidrogenase poderia ter
algum efeito sob a fagocitose de leveduras de P. brasiliensis por macrofagos. Para isso
foram utilizados macro6fagos da cavidade peritoneal de camundongos BALB/c elicitados
com tioglicolato, que foram previamente estimulados ou ndo com a proteina
recombinante, e colocados na presenca de leveduras do fungo. Interessantemente, apds
4h de cocultura, a contagem de UFC dos pocos onde os macréfagos foram estimulados
com a proteina apresentaram nimeros mais elevados (6,9 x 103 UFC/mL + 0,10) quando
comparados aos pogos ndo estimulados (3,98 x 10° UFC/mL + 1,28) (figura 18A). Apesar
da diferenca ndo ser significativa, nota-se que, no tempo de 24h, ha menos fungos
recuperados dos macrofagos estimulados com a proteina recombinante (2,60 x 103
UFC/mL + 0,78) quando comparado aos pogos nao estimulados (4,18 x 10° UFC/mL +
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0,71) (figura 18B). Assim, sugere-se que a proteina induz um aumento na fagocitose dos

macrofagos.
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Figura 18. Ensaio de atividade fagocitica e fungicida utilizando macro6fagos da cavidade peritoneal
de camundongos BALB/c tratados com diidrolipoil desidrogenase recombinante. Para a anélise de
fagocitose, 3 x 10° macréfagos isolados da cavidade peritoneal de camundongos BALB/c foram
estimulados ou ndo com 100ug de diidrolipoil desidrogenase recombinante e infectados com 1 x 10°
leveduras de P. brasiliensis. Ap6s 4h, todos os pocos de cultura de macrofagos foram lavados com RPMI-
incompleto. A alguns pogos de cultura foi adicionada, posteriormente, dgua destilada, para lise celular,
enquanto a outros restituiu-se 0 meio de cultura, mantendo-se o cultivo por mais 20h. As células cultivadas
por 24h foram lisadas como descrito acima. Cem microlitros do lisado celular foram plaqueados para
andlise da presenca de fungos viaveis pela contagem de UFC. O gréfico representa valores da média *
desvio padrdo dos resultados de cada grupo. Asteriscos indicam p<0.05 em relacdo aos macrofagos ndo

estimulados.

4.8. Camundongos BALB/c infectados cronicamente com P. brasiliensis e
tratados com a proteina diidrolipoil desidrogenase tem diminuigdo na
carga fungica e melhora do quadro inflamatério pulmonar

Com o intuito de investigar se a administracdo de diidrolipoil desidrogenase
recombinante poderia alterar o curso da PCM experimental no modelo de terapia,
seguimos o protocolo de tratamento. Surpreendentemente, a administragéo terapéutica de
diidrolipoil desidrogenase recombinante em animais previamente infectados diminuiu
significativamente o nimero de UFC no pulméo desses animais (0,63 x 10° UFC/g + 0,41)
em comparagdo com o controle (5,06 x 10° UFC/g + 3,98). Curiosamente, a administragao
da proteina associada ao adjuvante néo altera significativamente a contagem de UFC
(MPLA + DId — 0,45 x 10° UFC/g * 0,36) quando comparado a proteina recombinante
administrada sozinha (figura 19A). Paralelamente, foi feito um ensaio utilizando-se a
preparacdo de ExoAg total na terapia dos animais infectados com P. brasiliensis, e 0

efeito de reducéo da carga fungica ndo foi observado (controle — 6,14 x 10°UFC/g + 3,55;
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Ex0Ag — 8,02 x 10° UFC/g + 2,78; MPLA + ExoAg 4,98 x 10° UFC/g + 0,80) (figura
19B).
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Figura 19. Camundongos infectados pela via intratraqueal com P. brasiliensis e tratados com
diidrolipoil desidrogenase recombinante tem reducdo significativa na carga fangica. Camundongos
infectados por via intratraqueal com 3 x 10° leveduras de P. brasiliensis (Pb18) foram divididos em trés
grupos que foram tratados no dia 20 apds a infeccdo com: (A) PBS (controle), DId (10ug emulsificada em
PBS), MPLA + DId (10ug de proteina emulsificada em 20ug de MPLA), (B) PBS (controle), ExoAg
(20ug) ou MPLA+Ex0Ag (20ug de ExoAg emulsificado em 20ug de MPLA). Os animais foram
submetidos a eutanasia apds 30 dias dos tratamentos (50 dias apds a infecgdo). Os macerados dos pulmdes
foram usados para contagem de UFC. Dados representam a média + o desvio padrdo dos resultados de cada

grupo. Asteriscos indicam p<0,05 em relagdo ao controle.

A anélise das laminas dos pulmdes dos animais que receberam os tratamentos com
diidrolipoil desidrogenase emulsificada ou ndo com MPLA mostra que a arquitetura
pulmonar estava mais preservada, os granulomas presentes eram compactos e bem
organizados. Em contraste e como esperado, numerosos granulomas difusos foram
observados no grupo controle (figura 20A). Quando os experimentos foram realizados
com Ex0Ag, ao invés diidrolipoil desidrogenase o comprometimento pulmonar dos
animais tratados com a preparacdo total de ExoAg ndo difere muito do controle de

infeccdo, mesmo quando essa preparacao foi associada ao adjuvante MPLA (figura 20B).
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Figura 20. Histologia do pulméo de camundongos BALB/c infectados por via intratraqueal com P.

brasiliensis. Camundongos BALB/c foram infectados por via intratraqueal com 3 x 10° leveduras de P.
brasiliensis (Pb18). Vinte dias apds a infeccdo, os animais foram tratados conforme descrito na legenda da
figura 19A e B. Os animais foram submetidos & eutanasia 30 dias apds o tratamento e 0s pulmdes removidos
e processados para as andlises histologicas. As laminas foram coradas com HE. As imagens foram
capturadas e digitalizadas pelo programa ImagePro. A escala dos cortes esté identificada pela linha preta e
corresponde a 1mm. As imagens da regido inferior da figura sdo correspondentes a regido escolhida

aleatoriamente.

Quando se analisou o perfil de citocinas induzidos pelo tratamento com a proteina
recombinante e sua associacdo com o adjuvante, observou-se uma diminui¢do
significativa das citocinas IL-2, IL-6, IL-17, IL-10 e IL-4 (figura 21A, D, E, F e G,

respectivamente) para os animais infectados que receberam os tratamentos, tanto com a
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diidrolipoil desidrogenase recombinante administrada sozinha quanto associada ao
adjuvante, quando comparados ao grupo controle. J& a producédo de IFN-y e TNF-a (figura
21B e C, respectivamente) ndo foi significativamente diferente do controle.
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Figura 21. Perfil de citocinas pulmonares de camundongos BALB/c infectados com P. brasiliensis e
tratados terapeuticamente com diidrolipoil desidrogenase recombinante emulsificada ou ndo em
MPLA. Camundongos BALB/c infectados com P. brasiliensis foram injetados com PBS (Controle), 10ug
de diidrolipoil desidrogenase recombinante emulsificada em 20pg de MPLA (MPLA DId) ou somente
10ug da proteina (DId) no dia 20 ap06s a infecgdo. As citocinas nos macerados pulmonares foram analisadas
30 dias apds o tratamento, ou seja, 50 dias apds a infec¢do, a fim de determinar a concentragdo de (A) IL-
2, (B) IFN-y, (C) TNF-q, (D) IL-6, (E) IL-17, (F) IL-10 e (G) IL-4. As amostras representam a méedia +
desvio padrdo dos resultados de cada grupo. Asterisco indica p<0.05 em relacdo ao grupo controle.
Observa-se uma diminuicdo significativa das citocinas IL-2, IL-6, IL-17, IL-10 e IL-4 para 0s animais
infectados que receberam os tratamentos, tanto com a tratados com diidrolipoil desidrogenase recombinante
sozinha quanto associada ao adjuvante, quando comparados ao grupo controle. A producéo de IFN-y e
TNF-a ndo foi significativamente diferente do controle.

Em conjunto, esses resultados mostram que a administracdo terapéutica de
diidrolipoil desidrogenase recombinante induz a um efeito benéfico, diminuindo a carga
fangica dos pulmdes e os danos pulmonares causados pelo processo inflamatério

decorrente da infeccéo.
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4.9. Sublocalizacdo da proteina diidrolipoil desidrogenase e analise da
expressdo génica diferencial em células de P. brasiliensis nas formas de
micélio e levedura

Antissoro contendo anticorpos policlonais contra diidrolipoil desidrogenase
recombinante foi produzido em camundongos BALB/c, sendo sua especificidade
determinada por Western blotting. Quando o antissoro foi incubado com membranas de
PVDF que apresentavam diidrolipoil desidrogenase ou proteinas de ExoAg separadas por
SDS-PAGE, observou-se o reconhecimento de banda Unica de massa molecular aparente
de 60kDa, em ambas as preparacfes antigénicas, tamanho este compativel com a proteina
diidrolipoil desidrogenase nativa e recombinante (figura 22). Nenhuma banda foi
observada na membrana incubada com soro dos camundongos obtidos antes da
imunizacéo (figura 22). A auséncia de revelacdo de bandas adicionais, além da de 60kDa,
na membrana que apresentavam proteinas de ExoAg pelo antissoro, permitiu sugerir que
0 antissoro apresentava boa especificidade, sendo adequado para ser usado na localizagéo
celular da diidrolipoil desidrogenase em P. brasiliensis por imunocitoquimica em nivel

ultraestrutural.
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Figura 22. Anélise da reatividade do soro policlonal contra diidrolipoil desidrogenase por Western
blotting. ExoAg e diidrolipoil desidrogenase recombinante foram separados por SDS-PAGE e transferidos
para a membrana de PVDF. As membranas contendo diidrolipoil desidrogenase foram incubadas com soro
pré-imunizacdo (pré-imune) ou soro contendo anticorpos policlonais antidiidrolipoil desidrogenase,
diluidos 1:1.000 em solugdo de 1% de gelatina em TBS-T e com o anticorpo secundario conjugado a
peroxidase, diluido 1:5.000 no mesmo tamp&o. Reagdo com o antissoro contra diidrolipoil desidrogenase
também foi desenvolvida com membranas contendo ExoAg. As reagdes foram reveladas com o substrato

peroxido de hidrogénio e revelador DAB. A migracdo eletroforética com marcador molecular de massa
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conhecida esta indicada a esquerda na figura. Observa-se 0 reconhecimento de banda Unica de massa
molecular aparente de 60kDa por antissoro contra diidrolipoil desidrogenase, em ambas as preparagdes

antigénicas, tamanho este compativel com a proteina diidrolipoil desidrogenase.

Para a localizacdo subcelular de diidrolipoil desidrogenase, primeiramente, foi
feita a analise in silico da localizacao predita da proteina nos diferentes compartimentos
celulares. Para isso, utilizamos como ferramenta o servidor TargetP 1.1. A sequéncia de
peptideos submetida, como mostrado na tabela 2, teve localizago predita na mitocondria.
Segundo os pardmetros da andlise, quanto menor o valor de confiabilidade da predicéo
(RC - reability class), maior a chance da predi¢éo estar correta. Neste caso, o valor foi 1

(os valores variam de 1 a 5).

Tabela 2. Resultados da predicdo de localizacdo proteica utilizando a ferramente TargetP v1.1

### targetp vl.1 prediction results ###HHEHHHFHEHIHHHFHE T
Number of query sequences: 1

Cleavage site predictions not included.

Using NON-PLANT networks.

Name Len mTP SP other Loc RC
Sequence 514 9.972 ©.004 ©.100 M 1
cutoff ©.000 ©.000 0,000

mTP — peptideo sinal para mitocondria (mitochondrial target peptide)
SP — Via secretora (secretory pathway)

Loc - Localizagdo

M — Mitocdndria

RC — Confiabilidade da predicéo (reliabity class)

Na analise da localizacdo subcelular de diidrolipoil desidrogenase por
microscopia eletrdnica, observou-se que ha distribui¢do de numerosas particulas de ouro
difusas pelo citoplasma e mitocondrias (figura 23 — indicada pela seta), tanto em hifa,
quanto em leveduras de P. brasiliensis. Cabe ressaltar a deposi¢cdo de particulas de ouro
localizadas na parede de hifa. As amostras controle foram obtidas pela incubacdo das

amostras com soro de camundongos pré-imunizagao.
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Figura 23. Microscopia eletronica para verificacdo da localizagdo de diidrolipoil desidrogenase de
hifa e levedura de P. brasiliensis. C - Citoplasma, CW - parede celular. As setas indicam as mitocondrias.
Ae C—indicam hifas e leveduras, respectivamente, incubadas com o soro de camundongos pré-imunizacao.
B-D, indicam hifas e leveduras, respectivamente, incubadas com o anticorpo policlonal contra a diidrolipoil
desidrogenase recombinante. A escala dos cortes est4 identificada pela linha preta e corresponde a 2 (A-B)
e 4 um (B-D)

Além da localizacdo subcelular da proteina em estudo, avaliamos sua expressdo
diferencial, a nivel transcricional, nas formas de hifa e leveduras, e nas transigcdes
morfoldgicas de hifa para levedura, ou o contrario. Para isso, o RNA total de P.
brasiliensis nessas respectivas morfologias foi extraido, e a expressdo de diidrolipoil
desidrogenase foi avaliada por RT-PCR em tempo real. Como controle da integridade das
amostras foram utilizados iniciadores especificos para B-actina e PB-tubulina de P.
brasiliensis. Essas reacfes de amplificacdo controle também foram utilizadas como
normalizadoras das quantidades de cDNA de cada amostra. Uma aliquota do cultivo de
cada morfologia fangica foi corada com Calcofluor white para analise por microscopia.

Como observado na figura 24, mensagens para a diidrolipoil desidrogenase foram
mais expressas quando o fungo estava na sua forma infectante, levedura (figura 24A),
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com diminuicao nas fases de transicdo e baixa expressdo na forma miceliana. A analise
das imagens de P. brasiliensis marcados com Calcofluor confirmam as diferentes

morfologias das quais 0 RNA total foi extraido (figura 24B).
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Figura 24. (A) Andlise da expressdo diferencial de RNAm de diidrolipoil desidrogenase nas formas
de hifa e levedura e nas transicdes de P. brasiliensis. O RNA total de P. brasiliensis cultivado nas diversas
formas indicadas na figura foi extraido e, a partir dele, sintetizado cDNAs, que foram usados para
quantificacdo da expressdo relativa do gene de diidrolipoil desidrogenase por PCR em tempo real.
Expresséo relativa normalizada refere-se & comparagédo dos transcritos de diidrolipoil desidrogenase com
os transcritos dos genes de referéncia -tubulina e B-actina de P. brasiliensis. (B) Analise das morfologias
por microscopia. Uma aliquota de cada cultura flingica anteriormente descrita, imediatamente antes da
extracdo do RNA foi incubada com solucéo de Calcofluor White Stain a 10pug/mL por 30 minutos, para
marcacdo das células fungicas. As imagens foram analisadas a 395/420nm em microscopio de

fluorescéncia, com aumento de 20.000x.
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5. DISCUSSAO

Nesse estudo, demonstramos que o tratamento com uma simples dose de MPLA,
um adjuvante liberado para uso em seres humanos e indutor de padrdo de resposta
imunologica do tipo Thl — protetora na PCM, foi eficaz em modificar a resposta
imunologica de camundongos cronicamente infectados com a cepa 18 de P. brasiliensis,
levando a (1) uma reducdo significativa da carga flngica, (2) uma expressiva diminuicao
no numero de granulomas e células fungicas no tecido pulmonar e (3) uma resposta
imunolégica protetora (Thl), quando comparado aos animais infectados e injetados
apenas com o veiculo. Quando células esplénicas desses camundongos infectados e
tratados com MPLA foram estimuladas com fracdes proteicas da preparacdo de ExoAg
de P. brasiliensis, evidenciou-se que uma das fragcdes, cuja a proteina altamente
majoritaria foi identificada como diidrolipoil desidrogenase, estimulou uma alta
porcentagem de proliferacdo de linfécitos T CD3". Esses resultados motivaram a
producdo de diidrolipoil desidrogenase recombinante, que foi usada como terapia em
camundongos infectados cronicamente com P. brasiliensis, resultando em uma reducéo
significativa na carga fangica pulmonar e lesbes inflamatorias, mesmo na auséncia de
adjuvantes, quando comparado aos animais infectados e injetados com a preparagéo total
de ExoAg ou com veiculo. A diidrolipoil desidrogenase foi localizada nas mitocdndrias
e também no citoplasma, quando analisada por microscopia eletrdnica de transmissédo
utilizando-se anticorpos policlonais de camundongos contra essa proteina. Um resultado
bastante interessante foi o obtido com a analise da expressdo génica diferencial de
diidrolipoil desidrogenase em P. brasiliensis, pois essa é significativamente mais
expressa nas formas patogénica — leveduras, em comparacdo as formas infectantes — hifas,
tendo expressdo intermediaria nas formas de transicdo levedura-hifa e hifa-levedura, o
que sugere sua importancia para a sobrevivéncia do fungo no hospedeiro.

Resultados prévios de nosso grupo demonstraram que CFA, um potente adjuvante
indutor de resposta do padrdo Thl, tem potencial imunoterapéutico na PCM
experimental, levando a uma diminuicao acentuada da carga fngica e melhora do quadro
inflamatdrio (De Oliveira et al., 2008). Como CFA né&o € licenciado para uso em humanos
devido sua toxicidade (O'hagan, 2001), neste trabalho, aventamos a hipoOtese que
adjuvantes licenciados ou em fase de teste em seres humanos poderiam apresentar um
efeito similar ao do CFA. Assim, fizemos experimentos com MPLA, PAM3CSK4, AS04

e hidroxido de aluminio. Este ultimo adjuvante foi escolhido porque é o adjuvante mais
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frequentemente utilizado em vacinas humanas, embora estimule uma resposta
imunolodgica mediada por Th2 (Marrack et al., 2009; Awate et al., 2013), que nédo induz
protecdo em PCM. Ja PAM3CSKa4, um agonista de TLR2, poderia mimetizar o efeito
benéfico obtido por uma lectina, ArtinM, que se liga preferencial TLR2 (Coltri et al.,
2008). MPLA, um agonista de TLR4, foi escolhido por ser um adjuvante que induz forte
resposta Thl (Coffman et al., 2010). AS04 foi usado porque € uma combinacdo de MPLA
(neste caso de B. pertussis e ndo de S. minnesota) e hidréxido de aluminio, que como
acima mencionado é um indutor de Th2. Dos adjuvantes analisados, somente MPLA foi
eficaz na reducdo da carga fungica de animais infectados com P. brasiliensis. Este
adjuvante mantém suas propriedades imunoestimulatérias in vitro e in vivo sem
apresentar toxicidade (Thompson et al., 2005; Toussi e Massari, 2014).

O uso de MPLA no curso da PCM, de um modo similar aos resultados obtidos
com animais infectados e tratados com CFA (De Oliveira et al., 2008), controlou o
crescimento fangico e desenvolveu poucas lesdes pulmonares, sendo estas representadas
por granulomas bem delimitados e compactos, permitindo inferir que esse tratamento
pode ser benéfico no curso da PCM. A estrutura do granuloma tem sido diretamente
associada com a progressao da PCM. Evidéncias parecem indicar que o granuloma de P.
brasiliensis esta intimamente relacionado a resposta imunolédgica do hospedeiro. Nesse
contexto, a formacgdo desses granulomas pode representar uma resposta imunoldgica
tecido-especifica do hospedeiro contra o fungo na tentativa de destruir e limitar o
patdgeno, prevenindo sua multiplicacdo (Fortes et al., 2011).

Tomados em conjunto, 0s nossos resultados sugerem que a protecao conferida por
administracdo de MPLA possa estar associada com um aumento na concentracdo das
citocinas pulmonares pré-inflamatérias IFN-y e TNF-a e diminuicdo dos niveis de
citocinas anti-inflamatérias de IL-4 e IL-10, que provavelmente alterou a resposta
imunitaria insuficiente resultando no controle da infeccdo fangica em camundongos
infectados. Sabe-se que as citocinas IFN-y, TNF-a e IL-12 sdo relacionadas a protecdo
da doenga, enquanto as citocinas anti-inflamatdrias IL-4, IL-10 e TGF- permanecem nas
formas graves da doenca (Kashino et al., 2000; Benard et al., 2001; Mamoni e Blotta,
2005). IFN- y tem um importante papel na resisténcia a P. brasiliensis promovendo um
aumento no clearance de células fungicas por macro6fagos por induzir um aumento na
expressao mediadores inflamatdrios e de altos niveis da enzima iNOS, responsavel pela
geracdo de NO a partir de L-arginina (Cano et al., 1998; Calich et al., 2008). Na PCM,

estudos in vitro e in vivo tem mostrado que NO parece ser um fator importante para morte
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das formas filamentosas e de leveduras de P. brasiliensis (Gonzalez et al., 2000;
Nascimento et al., 2002). IFN-y induz, ainda, a secrecdo de TNF-o por macrofagos
infectados por P. brasiliensis. TNF-a, ¢ uma citocina do padrdo Thl que tem um papel
importante para o controle da disseminacdo e crescimento fungico e regulacdo das
respostas inflamatérias na PCM. De fato, diferentes trabalhos vém mostrando o papel de
suma importancia dessa citocina na formacdo da reacdo inflamatdria granulomatosa
sendo responsavel por atrair e ativar células efetoras bem como promover a acumulacéo
de macrdfagos e sua diferenciacdo (Bean et al., 1999; Souto et al., 2000; Phillips e
Weinblatt, 2005). Em contraste, a 1L-10 é considerada um mediador que facilita a
infeccdo (Ferreira et al., 2007) e tem um efeito supressor nas respostas imunoldgicas
inatas e adaptativas (Costa et al., 2013), embora também seja capaz de prevenir os efeitos
imunopatogénicos de resposta imunoldgica do tipo Thl (Cyktor e Turner, 2011). A
inducdo de resposta Thl e secrecdo de mediadores pro-inflamatorios por MPLA em
formulacdes de vacinas tem sido demonstrada em outros modelos, como infecgéo por
Leishmania donovani (Chakravarty et al., 2011).

Interessantemente, 0s grupos que receberam CFA ou MPLA mostraram niveis de
IL-17 semelhantes aos do grupo controle. Alguns trabalhos associam a IL-17 e o
importante papel na formagdo do granuloma, isso tem sido visto para Mycobacterium
tuberculosis (Okamoto Yoshida et al., 2010). Alguns trabalhos vém correlacionando a
estimulacdo de TLR4 com a producdo de IL-17 na PCM. Loures et al. (2010), por
exemplo, demonstraram que camundongos deficientes de TLR4 (TLR4”") desenvolvem
uma resposta imunoldgica deficiente associada a uma diminuicdo da expansdo de
linfocitos Th17 e elevada diferenciacdo de células Tregs. Em 2015, o mesmo grupo
descreveu a acdo sinérgica de dectina-1, TLR4 e receptor de manose na inducdo da
proliferacdo e diferenciacdo de Thl7 mediada por células dendriticas ativadas por P.
brasiliensis (Loures et al., 2015).

Sabe-se que o tratamento das formas moderadas e graves de PCM consiste em
dois passos: a) uma fase de inducgdo para controlar os sintomas clinicos, que geralmente
baseia-se no uso de drogas mais ativas e, eventualmente, mais toxicas; e b) uma fase de
manutencdo, cuja interrupgao baseia-se em testes laboratoriais (Shikanai-Yasuda, 2015).
Com base nessa informacdo, propomos o uso de MPLA como terapia adjuvante do
tratamento com drogas antifangicas convencionais, sendo que neste estudo utilizamos
fluconazol, com a dosagem descrita em Marques et al. (2006), beneficiando-se de

respostas imunologicas do proprio hospedeiro, na fase de inducdo. Trabalho de Naranjo
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et al. (2011) utilizou pentoxifilina, com propriedades imunomodulatérias e anti-
fibréticas, como tratamento complementar na PCM, combinando-a ao antifingico
itraconazol. Neste trabalho os autores discutem que, quando a PCM pulmonar evoluiu e
atingiu um estagio avancado da doenca antes do inicio do tratamento (como normalmente
ocorre em muitos pacientes humanos quando diagnosticada pela primeira vez), a terapia
combinada (itraconazol mais pentoxifilina) resultou em uma redugdo da inflamagéo
granulomatosa e fibrose pulmonar significativamente mais répida, quando comparados
com os resultados da terapéutica antifungica classica utilizando itraconazol sozinho.
Nossos resultados ndo mostraram diferencas na contagem de fungos viaveis recuperados
do pulmao entre os diferentes grupos, o que nos fez sugerir que o tempo de administragéo
do fluconazol foi determinante para o insucesso. Em nosso trabalho, administramos a
medicacdo diariamente durante trés semanas ap6s o desafio com MPLA, o que foi
diferente do trabalho de Naranjo et al. (2011). Nesse, a terapia medicamentosa iniciou-se
com quatro ou oito semanas apés a infeccdo e a administracdo foi feita diariamente,
durante oito semanas, quando praticamente o nimero de fungos viaveis, marcados por
coloracdo de Grocott, foi significativamente menor em comparacdo com 0 grupo que
recebeu somente itraconazol.

Ao contrario do MPLA, PAM3CSK4, AS04 e alimen ndo propiciaram uma
melhora nos animais infectados, o que foi manifesto por altas cargas fungicas e lesGes
inflamatdrias muito similares ao controle tratado apenas com veiculo. Embora alimen
possa estimular resposta inflamatéria em uma via independente de TLR em macro6fagos,
ja que alguns autores observaram que alimen pode ativar in vitro Nlrp3, um componente
do inflamassomo, isoladamente esse adjuvante parece nao ser capaz de induzir a
transcricdo dos genes de IL-1p e IL-18, o que tem gerado certa controvérsia na literatura
(Marrack et al., 2009). Assim, a inflamacdo gerada pelo adjuvante parece nao contribuir
para a melhora dos animais, ainda mais que alguns relatos o descrevem como indutor de
resposta imunoldgica ndo protetora contra PCM, qual seja um perfil de citocinas do
padrdo Th2 (Awate et al., 2013). Quanto ao AS04, a partir dos resultados obtidos, sugere-
se que o alumen possa ter revertido a protecdo de MPLA, ja que esse MPLA de B.
pertussis foi testado isoladamente e gerou melhora do quadro infeccioso, de um modo
similar ao efeito do MPLA de S. minnesota (dados ndo mostrados). Tendo em vista as
dificuldades de se comparar dois modelos de infeccdo cuja protecdo dependam de
efetuacdo de resposta imunologicas diferentes, ndo podemos de deixar de contrastar nossa

possivel explicacdo com as conclusdes obtidas por Didierlaurent et al. (2009). Esses
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autores estudaram o mecanismo de acdo de AS04, utilizando a vacina contra HPV, que é
formulada com esse adjuvante em células humanas in vitro ou in vivo em modelo murino
apos injecdo intramuscular, e sugeriram que o alimen ndo tem acéo sinérgica ou inibitoria
sobre a acdo de MPLA, e prolonga a resposta de citocinas no local da injecdo. Apesar de
ndo terem feito ensaio de protecdo e ser um outro modelo de infeccéo, as conclusdes de
Didierlaurent et al. (2009) devem ser levadas em consideragéo, o que nos faz sugerir que
mais do que a presenca do alumen, possivelmente, a dose de MPLA da formulacdo AS04
(510) usada para o tratamento nao foi suficiente para a inducao de respostas no protocolo
terapéutico da PCM.

A falha de PAM3CSKa4 em proteger animais infectados pode também ser creditada
a um perfil de resposta mais Th2, ja que alguns estudos demonstram que o0 adjuvante
estimula TLR2/TLR1 e induz, preferencialmente, esse padréo de resposta (Dillon et al.,
2004; Toussi e Massari, 2014). De fato, Carrera et al. (2010) demonstraram que a
administracdo de PAM3CSK; anteriormente a infec¢do por Trypanossoma cruzi, atenuou
a resposta inflamatoria exacerbada em figados de camundongos, em parte, atribuida a
diminuicdo da producdo de citocinas inflamatdrias e aumento de TGF-f nos leucdcitos
hepaticos. O assunto ainda é controverso, haja vista que alguns trabalhos demonstram que
a administragdo de PAM3CSK4 associado a Leishmania major reduz a patologia em
camundongos resistentes e suscetiveis pela indugdo de citocinas pré-inflamatérias, do
padrdo Thl e Th17 (Huang et al., 2015). Para P. brasiliensis, Ferrreira et al. (2007), ao
caracterizarem o perfil de células dendriticas pulmonares na interacdo com este fungo,
observaram um aumento na expressdo de TLR2 e producdo de IL-10 em animais
suscetiveis, sugerindo que células dendriticas com perfil regulatério possam ser induzidas
pela sinalizacdo de TLR2 e dectina-1. Loures et al. (2009), ao avaliar a sinalizacdo via
TLR2 durante a infecdo por P. brasiliensis, discutem que esse receptor facilita a infeccéo
e tem um efeito inibitorio no desenvolvimento de reagdes inflamatorias, principalmente
associada com Th17. Em nosso modelo, a administracdo de PAM3CSK4 néo alterou de
forma benéfica o curso da PCM experimental.

Quando obtivemos os resultados de carga fungica e analise histopatoldgica de
todos os adjuvantes e observamos que apenas MPLA induzia uma melhora do processo
inflamatdrio, focamos nesse adjuvante, excluindo PAM3CSKs, AS04 e alimen dos
ensaios posteriores. Dessa forma, a alusiva inducdo de resposta Th2 ou auséncia de

direcionamento de resposta imunologica por PAM3CSKi, AS04 ou alimen é
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especulativa, ja que seriam necessarios experimentos para determinacdo de padrdo de
resposta imunoldgica em cada caso.

O fato de animais infectados cronicamente com P. brasiliensis ter uma expressiva
melhora no quadro inflamatdrio e diminuicdo de carga fingica com apenas uma dose de
MPLA, na auséncia de antigenos fungicos nesta preparacao terapéutica, implica que se 0
efeito foi resultante de estimulacdo do sistema imunologico, provavelmente, houve uma
mudanca de resposta a antigenos secretados (ExoaAg) in vivo pelos fungos e/ou liberados
pela morte destes (AgSom) durante o curso da infeccdo. Passamos, entdo, a procurar um
antigeno, que associado a tal adjuvante, pudesse conferir protecdo de longa duracéo aos
animais infectados cronicamente com P. brasiliensis. Quando estimulamos células
esplénicas de animais infectados e tratados com MPLA com preparacdes de ExoAg ou de
AgSom, observamos que ambas induziam a proliferacdo de linfécitos T CD3*. Devido a
menor complexidade antigénica observada em nossas preparacfes de ExoAg, testamos
antigenos dessa preparacdo, adsorvidos em membranas de PVDF apds separacdo em
SDS-PAGE, e observamos que a fracdo 2 apresentava maior atividade proliferativa sobre
linfocitos T CD3". A andlise eletroforética revelou que esse material continha uma
proteina majoritaria de 60kDa, e embora ndo fosse observada outras bandas, é conhecido
que essa faixa de massa molecular abriga grande quantidade de proteinas, podendo a
banda ser composta de mais de uma proteina. Para a identificacdo da(s) proteina(s) de
60kDa, submetemos a banda a digestdo in situ com tripsina, seguindo de anélise dos
digestos por espectrometria de massa. Apenas a proteina diidrolipoil desidrogenase foi
identificada, sugerindo que sua expressdo esta aumentada no sobrenadante de cultura
liguida usando-se meio sintético, quando comparada ao meio complexo NGTA (Priscila
C. Corréa, comunicacdo pessoal).

Os resultados de estimulagédo de células T com ExoAg, particularmente, a fracdo
contendo diidrolipoil desidrogenase foram muito interessantes dada a importancia que
preparacOes fungicas extracelulares adquirem por fazerem o primeiro contato com as
células do hospedeiro (Franco et al., 1993). O fato de diidrolipoil desidrogenase ser
isolada de sobrenadante sugere que seja um ExoAg liberado pelo fungo, um achado
intrigante, pois essa proteina é tipica de mitocéndria. Ela faz parte da maquinaria
responsavel pela respiracdo aerdbia, ja que o piruvato produzido pela glicélise e pela via
das pentoses fosfato & principalmente oxidado e descarboxilado a acetil-CoA pelo
complexo da piruvato desidrogenase, do qual faz parte a diidrolipoil desidrogenase

(Nelson et al., 2005). Embora inimeras proteinas ou glicoproteinas, com massas
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moleculares que variam de 17 a 190kDa, sejam secretadas em cultura por P. brasiliensis,
sendo reconhecidas, em grau varidvel pelo soro de pacientes (Panunto-Castelo et al.,
2003), ndo h& descri¢do do isolamento de tal enzima no sobrenadante de cultura de P.
brasiliensis. Para P. lutzii, trabalho publicado por Weber et al (2012) (Weber et al., 2012)
demonstrou que diidrolipoil desidrogenase esta entre os constituintes da proteémica
extracelular das formas de hifa e levedura do fungo. Esse trabalho ainda corrobora os
nossos resultados quando analisa a auséncia de peptideos sinal na sequéncia da proteina
(analise in silico ndo mostrada), sugerindo que a mesma tem um mecanismo de secrecao
por uma via ndo classica. Um exemplo desse tipo de transporte sdo as vesiculas
extracelulares produzidas por fungos, cuja liberagdo em fungos foi demonstrada pela
primeira vez em 2007 para Cryptococcus neoformans (Rodrigues et al., 2007). Em
Paracoccidioides spp., foram identificadas, entre os constituintes dessas vesiculas,
algumas enzimas envolvidas na via glicolitica e ciclo do acido tricarboxilico, como a
glyceraldeido-3-fosfato desidrogenase, enolase, triose fosfato isomerase e frutose-1-6-
bisfosfato aldolase, microscopicamente localizadas na parede celular e implicadas em
adesdo a componentes da matriz extracelular. A capacidade de realizar funcdes bioldgicas
ndo relacionadas a funcdo candnica atribuida a proteina é comum para algumas enzimas
envolvidas no metabolismo de Paracoccidioides spp., e, ndo raramente, estdo envolvidas
na viruléncia (Marcos et al., 2014).

Os carboidratos séo a fonte primaria e preferencial de carbono para a maioria dos
organismos, sendo utilizados para gerar energia e produzir biomoléculas (Askew et al.,
2009). Uma das principais caracteristicas adaptativas para a sobrevivéncia de patdgenos
no microambiente hostil do hospedeiro €, além da expressao de fatores de viruléncia, a
capacidade de assimilar varias fontes de carbono para producdo de energia. Os
macrofagos, por exemplo, formam um microambiente no fagossomo que € pobre em
glicose e aminoécidos, tendo pH baixo. Ao se fundir com lisossomos, os fagolisossomos
expbe o0 agente fagocitado a presenca de enzimas hidroliticas, de peptideos
antimicrobianos e de compostos toxicos (Lorenz et al., 2004; Barelle et al., 2006).
Anélises das respostas as mudancas encontradas no sitio da infecgdo fornecem
explicacbes para 0s mecanismos de sobrevivéncia exigidos pelos diferentes
microrganismos. Assim, alguns estudos apontam que a remodelacdo metabdlica
observada em condi¢bes de infeccdo é uma estratégia de sobrevivéncia. Para
Paracoccidioides spp., em diferentes estudos, nos quais o fungo foi cultivado em

condicbes de privacdo de micronutrientes, as proteinas que se apresentaram
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diferencialmente reguladas estdo envolvidas em processos celulares que incluem
metabolismo, energia, sintese de proteinas, defesa e viruléncia (Lima et al., 2014). Em P.
lutzii, quando cultivado em privagdo de cobre, o complexo piruvato desidrogenase
apresentou-se induzido, sugerindo que a disponibilidade de Acetil-CoA gerado pelo
piruvato pode ser importante para a sobrevivéncia de P. lutzii em condi¢Ges inospitas.
Parente et al. (2015) mostraram que o fungo pode remodelar seu metabolismo quando
sujeito a condi¢bes que mimetizam a infeccdo de macrofagos por P. brasiliensis.
Discutem a inducdo das enzimas da degradacdo de aminoacidos e da gliconeogénese, e
sugerem que o fungo possa usar esqueletos de carbono de aminoacidos para sintetizar
glicose, possivelmente, a partir do hospedeiro ou possa reciclar as suas proprias moléculas
contendo carbono. Nesse trabalho, os autores observaram que durante a infeccdo de
macrofagos por P. brasiliensis ha um aumento na expressao de diidrolipoil desidrogenase
por esse fungo.

Com efeito, os dados da literatura, de forma direta ou indireta, sugerem o papel
essencial de diidrolipoil desidrogenase para a biologia de P. brasiliensis. A alta expresséo
de diidrolipoil desidrogenase na preparacdo de ExoAg de P. brasiliensis e o fato de ser
fracamente reconhecida por soros de pacientes com a doenca ativa (dados ndo mostrados)
suscitou a hipétese de que essa proteina pudesse ser um potencial fator de viruléncia. Uma
abordagem comum para o reconhecimento de fatores de viruléncia em fungos dimorficos
é estabelecer uma correlacdo entre 0 aumento da expressdo do possivel fator na forma
patogénica do fungo (Rappleye e Goldman, 2006). Nossas avaliacdes da expressdo génica
diferencial da enzima em diferentes morfologias de P. brasiliensis, diidrolipoil
desidrogenase teve sua expressdo mais evidente na forma de levedura. Estudos futuros,
utilizando P. brasiliensis geneticamente deficiente de diidrolipoil desidrogenase poderéo
fornecer dados para correlaciona-la com viruléncia.

Em nosso estudo, vimos a fragdo contendo diidrolipoil desidrogenase foi capaz de
induzir uma alta porcentagem de proliferacdo de linfécitos T CD3" isolados de animais
tratados com MPLA, porém, ndo podiamos excluir que outra proteina compusesse a
banda e fosse essa a induzir proliferacdo. Para atribuirmos o efeito a diidrolipoil
desidrogenase, fizemos, entdo, a clonagem do gene e a expressdao em E. coli, para
posterior estudo da proteina. Uma desvantagem da producao de proteinas recombinantes
em E. coli é a contaminacdo com padrdes moleculares associados a patogenos (PAMPS),
dentre os quais merece destaque o LPS, o que limita o uso dessas preparag0es proteicas

em culturas celulares que visam avaliar a estimulacdo de células do sistema imunologico,
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bem como em animais. Esse problema foi solucionado tomando-se proveito de uma das
caracteristicas de expressdo dessa proteina recombinante neste sistema heterélogo, qual
seja, a expressdo da proteina, em sua maior parte, ocorreu como agregados insoluveis,
conhecidos como corpusculos de inclusdo (Sabate et al., 2010). Assim, com sucessivas
lavagens desses corpusculos com tampéo contendo reagentes (Triton a 1% e ureia a 2M)
para remocao desses residuos (Clark, 2001) foi possivel eliminar os PAMPs.

Quando adicionamos a proteina diidrolipoil desidrogenase recombinante aos
macrofagos elicitados da cavidade peritoneal, a mesma induziu maior fagocitose e nao
ha, até o presente momento, descricdo se essa proteina tem algum papel relevante na
modulacéo imunoldgica do hospedeiro. Isso nos motivou a utiliza-la em nosso protocolo
terapéutico na PCM experimental, associando-a ou ndo & MPLA. Em outros modelos de
infeccdo, como para M. tuberculosis, diidrolipoil desidrogenase vem sendo descrita como
potencial alvo terapéutico. Heo et al. (2011) demonstraram que diidrolipoil desidrogenase
recombinante de M. tuberculosis induz maturacdo de células dendriticas e repostas do
tipo Th1l. De forma surpreendente, a administracdo da proteina sozinha, sem a presenca
de adjuvantes, em animais cronicamente infectados, induziu reducdo do numero de
fungos recuperados do pulmdo dos animais e melhora do quadro histopatol6gico
pulmonar quando comparado ao controle tratado apenas com veiculo. Além disso, quando
avaliamos o perfil de citocinas induzido pela administracdo da proteina, observa-se baixa
producdo das citocinas anti-inflamatorias 1L-4 e IL-10 e das inflamatdrias IL-6 e 1L-17,
em comparagéo aos animais que nédo receberam tratamento. A producéo de IFN-y e TNF-
a, ainda que induzidas, ndo foram significativas em relacdo ao controle no periodo
avaliado. Sugere-se assim, que a administracdo da proteina possa modular a resposta por
uma cinética de producdo de citocinas diferentes daquelas induzidas pelo adjuvante
sozinho. Embora ndo tenhamos feito a detecgdo de citocinas em tempos menores de
estimulagdo com a proteina, é possivel que o pico dessas citocinas ocorram alguns dias
apos a estimulacao, sendo que tal resposta deva estar em declinio no tempo avaliado — 30
dias apds o tratamento.

Ha, na literatura, poucos estudos que relatam o efeito de antigenos do proprio
fungo capazes de induzir uma resposta imunologica celular eficaz e protecdo do
hospedeiro. De forma semelhante aos nossos resultados, somente a administracdo do
peptideo P10 de gp43 (Taborda et al., 2015) e paracoccina, uma lectina ligante de N-
acetilglicosamina (Alegre-Maller et al., 2014), apresentaram protecdo efetiva em

formulacGes que ndo necessitam de adjuvante. Para paracoccina, € demonstrado que esta
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proteina se liga a laminina e induz a produgdo de TNF-a por macréfagos (Coltri et al.,
2006) e que a proteina homologa recombinante induz a producéo de IL-12 por macrofagos
murinos, de uma forma dependente da sinalizacdo de TLR2 e TLR4. A ativacdo celular
por paracoccina ocorreu independentemente da heterodimerizagdo de TLR2 com TLR1 e
TLR6 e ndo necessita dos correceptores CD14 ou CD36 (Alegre-Maller et al., 2014). Para
a diidrolipoil desidrogenase, novos estudos sdo necessarios para determinacdo das
moléculas e vias de sinalizacdo pelas quais ela induz resposta.

Em sintese, neste estudo, demonstramos a eficacia da administracdo de MPLA,
um adjuvante com fortes propriedades imunoestimulatorias e baixa toxicidade, em
animais submetidos ao protocolo terapéutico da PCM experimental. Quando comparado
ao grupo controle, os pulmdes dos animais tratados com MPLA demonstraram
diminuicdo do crescimento fangico e reducdo notavel do numero e tamanho dos
granulomas, com lesGes bem definidas. Acreditamos que a quimioterapia em doencas
fangicas pode ser complementada por estratégias de inducdo de uma resposta
imunoldgica efetiva para o controle duradouro e reducdo do tempo da terapia
medicamentosa. A selecdo de um adjuvante com forte perfil de seguranca foi baseada no
conceito de que efeitos indesejaveis da imunopatologia por estimulagéo exacerbada séo
fatores a serem considerados na pesquisa por um tratamento efetivo nos casos graves de
PCM. Ademais, isolamos, identificamos e clonamos uma proteina de P. brasiliensis, a
diidrolipoil desidrogenase, cujos resultados na terapia da PCM experimental foram
benéficos, mesmo na auséncia de adjuvante. Embora ainda existam alguns pontos que
deverdo ser esclarecidos, como por exemplo, a geracdo de células de memdria durante o
protocolo terapéutico e a ativacdo de células Tregs, esses resultados abrem perspectivas
para o estudo de diidrolipoil desidrogenase como candidata para estudo na terapia da
PCM, além de instigar melhores investigacGes de seu papel na viruléncia de P.

brasiliensis.
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6. CONCLUSOES

- MPLA, e ndo outros adjuvantes testados - PAM3CSK4, AS04 e hidroxido de aluminio,
tem efeito terapéutico na PCM experimental, reduzindo de forma significativa a carga
fangica de animais infectados cronicamente por P. brasiliensis, levando a melhora do

quadro histopatologico inducdo de um perfil de resposta do tipo Thil,

- A proteina isolada de ExoAg, identificada como diidrolipoil desidrogenase, induz
proliferacdo de linfocitos T CD3" isolados do baco de animais tratados com MPLA,

- A administracdo terapéutica de diidrolipoil desidrogenase recombinante na PCM

experimental é benéfica, mesmo na auséncia de adjuvantes,

- A localizagéo subcelular de diidrolipoil desidrogenase, por microscopia eletronica de
transmissdo, mostrou que a mesma esta localizada na mitocéndria e também no

citoplasma,

- A anélise da expressdo génica diferencial de diidrolipoil desidrogenase em P.
brasiliensis mostrou que essa proteina € significativamente mais expressa em leveduras

em comparacao a hifas e formas de transicao.
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Abstract

The lack of antifungals with low toxicity and short-term therapy for patients with para-
coccidioidomycosis (PCM) led us to evaluate adjuvants in immunotherapeutic interven-
tion. We have previously shown complete Freund’s adjuvant (CFA) to be therapeutic on
experimental PCM. Owing to CFA toxicity, here we tested adjuvants approved for clinical
use or in preclinical phase in experimental mouse PCM. Of all, only monophosporyl lipid
A (MPLA) demonstrates a beneficial effect, by reducing the fungal burden and increas-
ing the concentrations of IFN-y and TNF-«, which are immunoprotective in PCM. These
results suggest that MPLA might improve intervention in PCM.

Key words: Paracoccidioides brasiliensis, paracoccidioidomycosis, manophosphoryl lipid A, immunotherapy,
adjuvants.

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a chronic granuloma-
tous mycosis caused by thermally dimorphic fungi of the
genus Paracoccidioides.! PCM is the most important sys-
temic mycosis in Latin America. In Brazil, PCM is the eighth
most important cause of mortality among chronic infectious
diseases.”

Regarding to immunological response, type 1 helper
T cells (Th1) are immunoprotective in PCM. These cells
initially secrete high levels of TNF-a and IFN-y, fol-
lowed by continuous production of interleukin (IL)-2 and

IFN-y. On the other hand, susceptibility was linked to
depressed cellular immunity, characterized by Th2 im-
mune response with secretion of IL-4, IL-5, IL-10, and
TGF-g.34

Currently, conventional treatments include sulfone and
azole derivatives. In severe and disseminated forms of PCM,
amphotericin B has been used.” Frequently, treatment with
these agents is protracted and the main concerns are non-
compliance, side effects such as toxicity, and drug resistance

in anergic patients.” These concerns have motivated some

(© The Author 2016. Published by Oxford University Press on behalf of The International Society for Human and Animal Mycology. 1
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groups to search for alternatives therapies by using murine
models,* as well as in PCM patients.!”

The small number of studies on therapeutic intervention
with immunostimulatory molecules reveals a demand for
new approaches that could help severely ill patients with
an impaired immune response. Previously, our group has
shown that CFA, a well-established inductor of the Th1
immune response, has a therapeutic effect in P. brasiliensis-
infected mice.!! As CFA is not licensed for use in humans
because of its toxicity,'> we sought to address the role of
immunomodulation of adjuvants licensed or in the test-
ing phase for use in humans for treatment of experimental
PCM.

Male BALB/c mice, 6-8 weeks old, were purchased from
the Central Animal House of the Ribeirdo Preto, University
de Sdo Paulo (USP). This work followed the ethical prin-
ciples of the Brazilian Laboratory Animal Science Associa-
tion (SBCAL) and was approved by the Ethics Committee
on Animal Use of the Ribeirio Preto Medical School, USP.
The protocol number is 105/2007.

Yeasts of a virulent P. brasiliensis strain (Pb18) were
cultured for 7 days at 36°C in Ham’s F-12 Nutrient Mix-
ture (Life Technologies, Carlsbad, USA) supplemented with
4% fetal bovine serum. Viability was determined as de-
scribed.!? Fungal suspensions with > 90% viable cells were
used.

The mice were intratracheally inoculated with 3 x 10°
yeasts. The treatment protocol and preparation of CFA
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) were done as described.!!
Groups of five infected animals were subcutaneously in-
jected into the dorsum on day 20 after infection with 100
L of one of the following adjuvants: (1) CFA emulsi-
fied in PBS in a ratio of 1:1, (2) monophosporyl lipid A
(MPLA) from Salmonella minnesota and (3) PAM3;CSK,
(both from Invivogen, San Diego, California) both ar a
dose of 20 ug, as recommended by manufacturer, and (4)
Adjuvant System 04 (AS04), at a dose of 5 ug of MPLA
from Bordetella pertussis + 50 pg of aluminum hydrox-
ide (alum),' or (5) 50 pg of alum. The control infec-
tion group was injected with PBS. After 30 days of treat-
ment, the lungs were removed, homogenized and plated
on petri dishes containing BHI agar (Oxoid Limited, Bas-
ingstoke, UK) supplemented with 4% (v/v) fetal bovine
serum, The plates were incubated at 36°C for 7 days. The
results were expressed as numbers of cfu per gram of tissue
(cfu/g).

Cytokine levels were determined in supernatants from
lung homogenates using the BD Cytometric Bead Array
(CBA) Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit (BD PharMin-
gen, San Diego, USA), according to the manufacturer’s rec-
ommendations.

Lungs were fixed with 10% formalin and embedded
in paraffin. Sections were stained with hematoxylin and
cosin or Grocott stain and examined microscopically at
optical microscope (Axio photomicroscope - Zeiss, Jena,
Germany).

Data were analyzed with the ANova followed by Tukey’s
multiple comparison post-test using GraphPad Prism 5 soft-
ware. Differences with P < .05 were considered statistically
significant.

In this study, we investigated the therapeutic activity of
four adjuvant formulations. Alum was chosen because it
is the most frequently used adjuvant in human vaccina-
tions, although it stimulates a Th2-mediated immune re-
sponse,’* which does not induce protection in PCM., Of
the adjuvants that stimulate TLRs, we selected MPLA and
PAM;CSKy, agonists of TLR4 and TLR2 respectively; and
AS04, a combination of MPLA and alum. MPLA, Th1 in-
ducing adjuvant, retains a potent immunostimulatory ac-
tivity while lacking toxicity.'® Of all, only MPLA protected
against P. brasiliensis infection. When the number of P.
brasiliensis cfu from MPLA-treated mice was compared to
that in control group, we observed a significant reduction in
cfu in the lungs, that is, 0.36 x 10° cfu/g & 0.10 in MPLA-
treated mice and 5.47 x 10° cfu/g £ 0.15 in controlled ones
(Figure 1A). In contrast, no statistically significant differ-
ence in cfu was seen in PAM;CSKy (5.35 x 10° cfulg
+ 2.63), alum (4.83 x 10° cfu/g + 1.47), and AS04 (6.77
x 10° cfu/g £ 2.29).

On the basis of these screening results, we investigated
lung histology and cytokines in the homogenates from
MPLA-treated mice and control mice. The histopatholog-
ical analysis showed a reduction in lesion area, inflamma-
tory infiltrate, and compact and delimited granulomas; the
finding was in accordance with the cfu results, In contrast,
the lungs of control mice exhibited confluent granulomas
and extensive tissue damage (Figure 1B-G). Further, silver-
stained sections showed that the number of P. brasiliensis
yeast cells in the lungs of control mice were higher than
those in the lungs of CFA- or MPLA-treated mice, suggest-
ing that the administration of these adjuvants contributes
to fungal clearance (Figure 1H-]).

Because MPLA therapy clearly showed promising re-
sults, these outcomes could be related with the immune
response, Therefore, we determined the concentration of
pro- and anti-inflammatory cytokines in the supernatants
of lung homogenates from groups of P. brasiliensis-infected
mice. Interestingly, infected mice treated with CFA and
MPLA had high concentrations of the inflammatory cy-
tokines IFN-y and TNF-e compared to the concentra-
tions in control mice. In contrast, control mice showed IL-
4 and IL-10 concentrations that were significantly higher
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Figure 1. P, brasiliensis-infected mice treated therapeutically with MPLA showed significant reduction in lung fungal burden. (A) BALB/c mice infected
intratracheally with 3 x 10° P, brasiliensis yeast cells were divided into three groups and injected with PBS (control), CFA, or MPLA on day 20 after

fection. Lung hon

were analyzed 30 days after treatment, i.e., 50 days after infection, to determine the fungal burden by cfu assay. Assays

were carried out in triplicate with samples from five mice per group and the results represent the mean + SEM of three independent experiments.
*P < .05 versus control group. (B-J) Lung histology of infected mice injected with PBS (B, E, and H) or treated with CFA (C, F, and |) or MPLA (D, G,
and J) on day 20 after infection. The lung sections were obtained 30 days after the treatments and stained with H&E (B-G) or Grocott stain (H-J).

Scale bars: A-C =1 mm; D-I = 200 xm.

than those of MPLA- and CFA-treated animals (Figure 2).
IFN-y increases in the clearance of fungal cells and expres-
sion of inflammatory mediators by macrophages. IFN-y in
synergy with TNF-« has been shown to be critical for the
resistance in PCM.'7 In contrast, IL-10 is considered a me-
diator that facilitates infection,'® although it is also able

to prevent the immunopathogenic effects of Th1 immune
response.'?

Interestingly, groups that received CFA or MPLA
showed levels of IL-17 similar to those in the control
group. In experimental PCM, the involvement of IL-17

response is poorly defined. Pagliari et al. demonstrated
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Figure 2. P, brasiliensis-infected mice treated therapeutically with MPLA showed increase Th1 cytokine production. P brasiliensis-infected BALB/c
mice were injected with PBS (control), CFA, or MPLA on day 20 after infection. Lung homogenates were analyzed 30 days after treatment, i.e., 50
days after infection, to determine concentrations of (A) IL:2, (B) IFN-y, (C) TNF-, (D) IL-6, (E) IL:17, (F) IL-10, and (G) IL-4. Assays were carried out in
triplicate with samples from five mice per group. The results represent the mean + SEM of two independent experiments. *P < .05 versus control

group.

IL-17-expressing cells in cutaneous and mucosal le-
sions in PCM; the cells appeared to be associated
with the organization of granulomas.?® Taken to-
gether, our results suggest that the protection con-
ferred by MPLA administration could be associ-
ated with a noticeable increase in the pulmonary
concentrations of the proinflammatory cytokines IFN-y
and TNF-a and decreased levels of anti-inflammatory cy-
tokines IL-4 and IL-10, which probably changed the insuffi-
cient immune response to one resulting in control of fungal
infection in the nontreated infected mice.

In summary, this work is the first to report the efficacy of
MPLA in the treatment of PCM in an experimental model.
This finding offers perspectives for the development of a
model of immunotherapeutic intervention and the use as

an adjuvant therapy for the treatment of PCM.
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Abstract

The genus Paracoccidioides comprises species of dimorphic fungi that cause

paracoccidioidomycosis (PCM), a systemic disease prevalent in Latin America. Here,
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we investigated whether administration of native 60-kDa heat shock protein of P.
brasiliensis (nPbHsp60) or its recombinant counterpart (rPbHsp60) affected the course
of experimental PCM. Mice were subcutaneously injected with nPbHsp60 or rPbHsp60
emulsified in complete’s Freund Adjuvant (CFA) at three weeks after intravenous
injection of P. brasiliensis yeasts. Infected control mice were injected with CFA or
isotonic saline solution alone. Thirty days after the nPbHsp60 or rPbHsp60
administration, mice showed remarkably increased fungal load, tissue inflammation,
and granulomas in the lungs, liver, and spleen compared with control mice. Further,
rPbHsp60 treatment (i) decreased the known protective effect of CFA against PCM and
(i1) increased the concentrations of IL-17, TNF-a, IL-12, IFN-y, IL-4, IL-10, and TGF-
in the lungs. Together, our results indicated that PbHsp60 induced a harmful immune
response, exacerbated inflammation, and promoted fungal dissemination. Therefore, we

propose that PbHsp60 contributes to the fungal pathogenesis.

Introduction

The genus Paracoccidioides includes species of dimorphic fungi that cause
paracoccidioidomycosis (PCM), a granulomatous systemic mycosis prevalent in Latin
America [1-3]. Paracoccidioides fungi are thermally dimorphic and grow as hypha at
the environmental temperature and as yeast at 35°C-37°C. Fungal morphologic
transition is essential for establishing an infection because infective conidia or mycelial
fragments are inhaled and converted to pathogenic yeast forms in the host lungs [4, 5].
Prevalence of PCM is higher in men in rural areas who are involved in activities related
to the management of contaminated soil and plants [6]. P. brasiliensis may also affect

immunocompromised individuals as an occasional opportunistic infection that results in
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severe clinical manifestations and a high mortality rate [7]. Fungal invasion of host
tissues induces inflammation characterized by macrophage activation and granuloma
formation, which controls the dissemination of Paracoccidioides yeasts to other organs
[8].

Clinical manifestations of Paracoccidioides infection may be directly associated with
fungal factors, such as virulence and pathogenicity [9], or are related to host factors,
such as genetic susceptibility and immune competence [10, 11]. However, fungal and
host factors are intricately connected to each other because disease outcome depends on
the interaction of fungal components with receptors on host phagocytic cells [12]. For
this reason, strains of P. brasiliensis, which is the most studied species of the genus
Paracoccidioides, have variable degrees of virulence and, consequently, can induce
different host responses [13]. Interestingly, Bonfim et al. [13] described that less
virulent P. brasiliensis strain is preferably recognized by receptors dectin-1 and Toll-
like receptor (TLR) 2 present on innate immune cells and induce the production of
balanced amounts of TNF-a and IL-10. On the other hand, most virulent P. brasiliensis
strain promotes the production of TNF-a but not IL-10. These observations suggest that
less virulent P. brasiliensis strains induce a more controlled response because IL-10, an
anti-inflammatory cytokine, prevents host tissue injury that may result from TNF-a
activity [13].

Several studies have identified and characterized components of Paracoccidioides fungi
involved in their infection and pathogenicity to better understand their biology and
interactions with host cells and to identify potential vaccine targets. Lipids,
polysaccharides, and proteins were already mentioned as able to increase fungal
pathogenicity [14, 15]. Studies with plasmid DNA cloned with the gene of heat shock

protein (Hsp) of 65-kDa from Mycobacterium leprae [16] and with the gene encoding
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the P10 peptide from gp43 [17] have shown therapeutic effects in experimental PCM. P.
brasiliensis proteins are the most studied because of their high immunogenicity. For
example, gp43, which is the most studied component of P. brasiliensis yeasts, has
significant potential for application in vaccine development or immunotherapy against
PCM [15]. Also, a 27-kDa component of P. brasiliensis is under investigation for its use
in the prophylaxis and treatment of PCM [18]. The rPb27 and rPb40, in addition to
fluconazole chemotherapy, showed an additive protective effect [19, 20]. Moreover, the
P. brasiliensis lectin, paracoccin, by interacting with TLR2 N-glycans on host cells,
establishes protective responses against PCM [21].

To identify P. brasiliensis antigens that contributed to its pathogenicity and that could
serve as potential vaccines or therapeutic targets, we examined P. brasiliensis
components that bind to immobilized fetuin. Interestingly, the major component of the
fetuin-bound fraction was identified as the heat shock protein of P. brasiliensis and the
preparation was designed as nPbHsp60. Its administration or the administration of its
recombinant counterpart (rPbHsp60) induced detrimental effects in P. brasiliensis-
infected mice. Therefore, we propose that PbHsp60 contributes to the fungal

pathogenesis.

Materials and Methods

Mice and ethics statement

This study was conducted in accordance with the ethical principles of animal research
adopted by the Brazilian Society of Laboratory Animal Science and was approved by
the Ethics Committee on Animal Use of the Ribeir&o Preto Medical School, USP
(protocol: 146/2007). Male BALB/c mice between 6-8 weeks of age and weighing 20-

25 g (n = 5/group) were obtained from the Animal Facility of Ribeirdo Preto Campus
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and were maintained at the Animal Facility of Ribeirdo Preto School of Medicine,
University of S&o Paulo (USP). They were acclimated to the facility for one week prior
to initiating the experiment, housed in individually ventilated cages, light-tight cabinets
(Alesco, Capivari, Brazil), maintained at 20-22°C, a 12 h light-dark cycle, and with
access to chow and water ad libitum. All cages were cleaned twice a week and bedded

with autoclaved soft wood shavings.

Fungal isolate

Yeast cells of a highly virulent P. brasiliensis strain (Pb18) were cultured on YPD broth
(1% yeast extract, 2% peptone, and 2% dextrose) and were incubated at 36°C for 7
days. Virulence and viability of the yeast cells were maintained as described previously
[22, 23]. Briefly, the virulence was maintained by constant mice infections and recovery
of Pb18 strain. The viability was performed by the fluorescein diacetate-ethidium
bromide treatment Only suspensions containing >90% viable cells were used for

infecting mice.

Antigen preparation

Cultured yeast cells were harvested by centrifugation at 7,000 x g at 4°C for 10 minutes,
washed with 10 mM phosphate-buffered saline (PBS), pH 7.2, and disrupted by
sonication on ice (five cycles of 1 minute each) at 200 W (Unique UltraSonic Mixing,
mod. DES 500, 4 mm probe; Unique Group, Indaiatuba, Brazil), followed by
centrifugation at 7,000 x g at 4°C for 10 minutes. Supernatant containing P. brasiliensis
soluble antigens (PbAgs) was filtered through a 0.22-um filter (Millipore, Billerica,
USA). Approximately 5 mg PbAgs were resolved by performing chromatography with

a 5-mL fetuin—agarose column (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA) that was
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previously equilibrated with 20 mM sodium phosphate buffer (pH 7.4). After washing
with 10 column volumes (cv) of the equilibrating buffer, the column was sequentially
eluted using 5 cv of 0.4 M D-glucose, D-mannose, D-galactose, or a-lactose in PBS or
with 1 M NaCl in PBS. The eluted fractions were dialyzed against water by using
centrifugal filtration devices with a molecular weight cut-off of 10,000 kDa (Millipore).
Concentration of proteins eluted with 1 M NaCl was determined using a BCA kit

(Pierce Chemical Co., Rockford, USA).

Electrophoresis and protein identification

Eluted protein and rPbHsp60 (~5 ug) were resuspended in 5x loading buffer (500 mM
Tris-HCI [pH 6.5], 2.5% SDS, 10% glycerol, 2.5% [-mercaptoethanol, and 0.1%
bromophenol blue) and were heated at 100°C for 3 minutes. Next, the preparations were
resolved by performing sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE) on a 12.5% by using Mini-Protean Tetra System (Bio-Rad Laboratories,
Richmond, USA). The gels were stained with Coomassie brilliant blue G250 (USB
Corporation, Cleveland, USA). Proteins with known molecular masses were used as
standards (LMW-SDS Marker Kit; GE Healthcare UK Ltd, Buckinghamshire,
England). A semi-quantitative analysis of the relative amount of 68-kDa protein band
was carried out by converting the density of protein bands in the gel picture using the
ImageJ 1.37v software (National Institutes of Health, Bethesda, USA) as the percent of
the total gel density. Next, 60-kDa bands from column-eluted fraction and rPbHsp60
were excised from the gel, were digested in situ with trypsin. Peptides were extracted
from gel and dried in SpeedVac, resuspended in 50 pl 1% formic acid, centrifuged and
transferred to HPLC vial. Ten ul sample was typically analyzed on the system. All mass

spectrometry analyses were performed on an Agilent 6520 Q-TOF mass spectrometer
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equipped with an Agilent 1200 series liquid chromatograph and an Agilent Chip Cube
LC-MS interface (1D nLC-MS-MS) at the FingerPrint Proteomics and Mass
Spectrometry Facility, College of Life Sciences, University of Dundee. Mascot (version
2.3; Matrix, United Kingdom) analysis was performed to identify peptides and to search
for proteins in the NCBI nonredundant (nr) database. The identified peptides were
searched against NCBInr E. coli database to find possible bacterial protein contaminants

in the sample.

Cloning of P. brasiliensis cDNA encoding PbHsp60

Total RNA was extracted from P. brasiliensis yeast culture by using Trizol (Life
Technologies, Carslbad, USA), according to the manufacturer's protocol. Reverse
transcription-PCR (RT-PCR) was performed using oligo-dT12-1g primer (Life
Technology) and SuperScript Il Reverse Transcriptase (Life Technologies) for
synthesizing cDNA. To amplify the cDNA region encoding PbHsp60 were used the
oligonucleotide primers 5'-CGAATTCATGATGCAGCGAGCTTTTACTTCCT-3’
(sense) and 5'-CTCGAGGAACATACCCCCGCCCATAC-3’ (antisense) and high-
fidelity Taq polymerase (Life Technologies). The amplified fragment was cloned into
pGEM-T vector (Promega, Madison, USA) and was sequenced at the Center for Human
Genome Studies, Institute of Biosciences, USP. Next, the fragment was removed from
the pGEM-T vector by using EcoR1 and Xhol and was subcloned into pET28a vector

(Novagen, San Diego, USA).

Expression and purification of rPbHsp60 in Escherichia coli
E. coli transformed with pET28a—HSP60 vector were grown in LB medium (3 L)

supplemented with kanamycin sulfate (50 ¢ g/mL) in a shaking incubator at 180 rpm
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and 37°C until optical density at 600 nm reached 0.5. Next, 0.4 mM isopropyl- /3 -D-

thiogalactopyranoside was added to the culture medium to induce the expression of the
recombinant protein. After 6 hours, bacterial cells were harvested by centrifugation at
3,000 x g, were resuspended in a buffer (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, and 30 mM
imidazole [pH 8.0]), and were lysed by sonication. Lipopolysaccharide and other
bacterial contaminants were removed from the sample by washing it at least five times
with a buffer containing 50 mM NaH2POs, 300 mM NaCl, 2 M urea, 5 mM 2-
mercaptoethanol, and 0.5% Triton X-100 (pH 8.0) through centrifugation at 10,000 x g
[24]. Pellet containing the insoluble fraction (inclusions bodies) was resuspended in a
denaturing solubilization buffer (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 30 mM imidazole, 7
M urea, 5 mM 2-mercaptoethanol, and 0.5% Tween 20 [pH 8.0]) and was incubated for
1 hour at room temperature. The denatured material was recovered by centrifugation at
10,000 x g and was filtered through Millex-GV PVDF (pore size, 0.22 um; Millipore).
The recombinant protein was purified by performing metal chelate affinity
chromatography with a Ni?*—Sepharose affinity column (His-Trap; GE Healthcare).
Next, the recombinant protein was eluted with elution buffer (50 mM NaH2PO4, 300
mM NacCl, 250 mM imidazole, 7 M urea, and 5 mM 2-mercaptoethanol), refolded by
dialysis against PBS, and concentrated by ultrafiltration. Protein concentration was
determined using Coomassie Plus (Bradford) Assay Kit (Pierce Chemical Co.). Purity,
size, and identity of the recombinant protein were evaluated using SDS-PAGE and 1D
nLC-MS-MS, similar to those described above for column-eluted fraction. The
rPbHsp60 preparation contained less than 0.05 ng/mL of bacterial endotoxin, as

determined by the Limulus amoebocyte lysate assay (Sigma Chemical Co.).

Experimental treatment protocol
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Mice were intravenously inoculated by retro-orbital plexus with 1 x 10° viable yeast
cells and daily monitored for signs of distress or illness, and mortality. None of them
became seriously ill or died prior to the experimental endpoint. On day 21 postinfection,
the mice were divided into groups containing five animals each. In experiments
involving nPbHsp60, the mice were subcutaneously injected with a single 100 uL dose
of one of the following preparations: (1) 25 ug nPbHsp60 in PBS, (2) 25 ug nPbHsp60
in PBS and emulsified in CFA (Sigma Chemical Co.) (nPbHsp60 + CFA, 1:1), (3) PBS
emulsified in CFA, and (4) only PBS. In the experiments with recombinant protein, 50
ug of rPbHsp60 were used. On day 30 after the treatment, mice were anesthetized by
intraperitoneal injection of ketamine (100 mg/kg) and xylazine (8 mg/kg) mixture and
submitted to euthanasia by cervical dislocation. Their lungs, livers, and spleens were
removed aseptically for performing histopathological analyses and for quantifying

fungal load and cytokine levels.

CFU, tissue injury and cytokine profile evaluation

The right lungs and half portions of the livers and spleens were weighed and
homogenized in 1 mL sterile PBS by using a tissue homogenizer (Ultra-Turrax T25
Basic; IKA Works, Inc., Wilmington, USA). Colony-forming units (CFU) of P.
brasiliensis yeast cells were determined as described previously [23, 25]. For
determining cytokine levels, the organ homogenates were centrifuged at 5,000 x g for
10 minutes and their supernatants were stored at -20°C.

The left lungs and approximately half portions of the livers and spleens were fixed in
10% neutral buffered formalin for 24 hours and were embedded in paraffin. Next, the
tissue sections (thickness, 5 um) were stained with hematoxylin and eosin (H&E) by

using standard protocols and were analyzed by performing light microscopy with
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Axiophot photomicroscope (Carl Zeiss, Jena, Germany) coupled with JVC TK-1270
camera (Victor Company of Japan Ltd, Tokyo, Japan). Total area of the lung sections
and inflammatory infiltrates of P. brasiliensis yeasts per lung section were measured
using a computer-aided image analysis software (ImageJ 1.37v; National Institutes of
Health, Bethesda, USA).

Concentrations of IL-17, IFN-y, TNF-a, IL-4, IL-10, IL-12, and TGF- in the lung
homogenates were measured by performing capture ELISA with OptEIA ELISA sets
(BD PharMingen, San Diego, USA), according to the manufacturer's protocol. Cytokine
concentrations were determined by referring to a standard curve for serial two-fold

dilutions of recombinant murine cytokines.

Statistical analysis

Statistical differences among means of different experimental groups were determined
using one-way analysis of variance followed by Bonferroni's post-test. Differences were
considered statistically significant at P < 0.05. All the experiments were performed at

least three times.

Results

Isolation and identification of 60 kDa protein isolated from PbAgs

A preparation of PbAgs was affinity chromatographed on an immobilized fetuin
column. The bound proteins could not be eluted using carbohydrate solutions (0.4 M D-
glucose, b-mannose, D-galactose, or a-lactose). Otherwise, protein elution was achieved
by using 1 M NaCl solution in PBS, a fraction containing a 60-kDa major band on SDS-
PAGE (Fig 1A) that comprised 68% of all proteins in the sample. The 60-kDa protein

band was digested with trypsin and the one dimensional nano-LC-MS/MS analysis of



Apéndices - 97

tryptic fragments revealed that 141 peptides matched the sequence of PbHsp60
(GenBank accession number: XP_010763632.1), resulting in a sequence coverage of
43% (S1 Fig and S1 Table). Because Hsp are protein highly conserved across the
species, when we blasted the MS peptide sequences against the E. coli database, no
correlation with E coli GroEL or other proteins was found. Therefore, this enriched
preparation of PbHsp60 was designed nPbHsp60, which was used, as indicated, in

subsequent experiments.

Detrimental effects of nPbHsp60 administration to mice with experimental PCM
In initial experiments, we evaluated the effect of nPbHsp60 treatment on the
course of experimental PCM in mice. Mice infected with P. brasiliensis yeast cells for 3
weeks were injected with nPbHsp60 or control preparations. The nPbHsp60-treated
mice showed increased fungal load compared with PBS- or CFA-treated mice (Fig 1B).
Treatment with CFA, an efficient inducer of Th1l response in P. brasiliensis infection
[23], remarkably decreased the CFUs of P. brasiliensis yeasts in the lungs compared
with treatment with PBS (Fig 1B).
Next, we determined whether the administration of nPbHsp60 changed the beneficial
effects of CFA-treatment. Intriguingly, when the P. brasiliensis-infected mice were
treated with nPbHsp60 (25 pg) emulsified in CFA (nPbHsp60 + CFA), they had
numbers of CFU on day 30 after treatment, at least, 2-fold higher than those detected in
CFA-treated mice and quite similar to those in the lung from PBS-treated mice
(infection control) (Fig 2A). These results indicate that the CFA effect in restraining
fungal growth was decreased by nPbHsp60. Moreover, histological analysis showed an
extensive lesion area (Fig 2B) with numerous granulomas containing high yeast load

(Fig 2E) in the lungs of nPbHsp60 + CFA-treated and negative control mice (Fig 2C).
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In contrast, analysis of lung sections of P. brasiliensis-infected mice treated with CFA
alone showed well-preserved bronchoalveolar architecture, with no detectable
granulomas or yeast cells (Fig 2D). Moreover, no granulomas and yeast cells were
detected in the livers and spleens of these mice. Together, these results supported the
hypothesis that nPbHsp60 treatment impaired the beneficial effect of CFA against

PCM.

rPbHsp60 reproduces the nPbHsp60 effects on the experimental PCM course

To validate our presumption that PbHsp60 was responsible for the activities
exerted by the fetuin-bound fraction, we expressed rPbHsp60 in pET-28a—HSP60-
transformed E. coli cells and purified it by performing His-Trap chromatography. We
analyzed the obtained protein by SDS-PAGE, which produced a single band with
apparent molecular mass of 60-kDa. MS analysis confirmed that the recombinant
protein was PbHsp60. No correlation with E coli proteins was found when we blasted
the MS peptide sequences against the E. coli database. This rPbHsp60 was biologically
assayed by using the protocols adopted for experiments performed using nPbHsp60. At
51 days post-infection, i.e., 30 days after treatment of the P. brasiliensis-infected mice,
we compared the fungal load and inflammation in the lungs, liver, and spleen of mice
that received rPbHsp60 + CFA as treatment with those treated with CFA or PBS (Fig
3A-C). As expected, CFA treatment decreased the fungal load compared with PBS,
whereas rPbHsp60 + CFA duplicated the fungal load the examined organs, indicating
that infection dissemination was lower in animals treated with CFA alone and
maximum in mice injected with rPbHsp60 + CFA. Consistently, histopathological
analysis showed that rPbHsp60 + CFA-injected mice had tissue injury more pronounced

than CFA- or PBS-treated mice, an observation that was certified by the morphometric
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analysis of granulomatous lesions in the lung, liver, and spleen sections of the infected
animals: the lesions occupied areas at least 50% more extended of the organs from
rPbHsp60 + CFA-treated mice (Fig 3D—F). Details of the pulmonary histology of the
three groups of infected mice can be seen in Fig 3, Panels G-I. The comparative analysis
of these panels shows that treatment with rPbHsp60 + CFA resulted in the formation of
numerous loose granulomas with inflammation foci and dissemination of yeast cells in
the lungs, whereas the CFA-treated mice displayed the most compact and well-

structured granulomas (Fig 3H).

rPbHsp60 administration increases the production of cytokines in the lungs of P.
brasiliensis infected mice

We next investigated whether increased fungal load and pulmonary lesions in
rPbHsp60 alone or rPbHsp60 + CFA-treated mice were associated with an unfavorable
pattern of cytokine production in the lungs. Compared with CFA- or PBS-treated mice,
the lungs of rPbHsp60 alone or rPbHsp60 + CFA-injected mice showed higher
concentrations of different cytokines, including those of inflammatory (IL-17 and TNF-
a), Thl (IL-12 and IFN-y), Th2 (IL-4), and regulatory (IL-10 and TGF-p) profiles (Fig
4). Notably, the most remarkable increase concerned the concentrations of
proinflammatory cytokines IL-17, TNF-a, and IFN-y, a condition that was consistent
with severe inflammation and high fungal load observed in the lungs of rPbHsp60-

treated mice (Fig 4).

Discussion

To find components of P. brasiliensis yeasts that might affect the outcome of

PCM, we isolated an enriched fraction of PbHsp60, which had detrimental effects when
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administrated to P. brasiliensis-infected mice. The recombinant counterpart of PbHsp60
was prepared and administered to infected mice and reproduced the detrimental effects
of the native preparation. In both cases, the treatment resulted in increased fungal load
and disseminated disease, as well as in severe pulmonary inflammatory lesions.
Furthermore, nPbHsp60 and rPbHsp60 antagonized the beneficial effects of CFA, a
known inducer of Th1l immunity that confers protection against PCM [23]. Detection of
high pulmonary concentrations of several cytokines, particularly inflammatory
cytokines, suggested that aggravation of PCM resulted from a dysregulated immune
response induced by rPbHsp60 administration.

Hsps are evolutionarily well-conserved proteins that function as molecular chaperones.
Hsps play key roles in cellular homeostasis; participate in protein folding, unfolding,
and assembly; and prevent protein aggregation and denaturation [26]. Although existing
in basal conditions with their housekeeping functions in the cells, Hsps have their
expression upregulated and are also fundamental to cell survival under stress, such as
high temperatures, toxins, and oxidative conditions [27]. In dimorphic fungi, including
P. brasiliensis, Hsps expression is increased during the conidia to yeast transition [28,
29], an event that may be important in the fungal pathogenesis when conidia reach the
lungs of hosts [30]. In the characterization studies of Hsp60 from P. brasiliensis, the
authors showed that this protein was overexpressed during morphological transition
[31] and was recognized by sera from humans with PCM [31, 32]. Besides heat shock,
host systems exert additional stress by inducing immune response to prevent fungal
colonization and tissue invasion, suggesting that Hsps are required for promoting fungal
survival within hosts. This also suggests that Hsps are one of the main targets of

immune response [33].
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Because fungal Hsp60s are immunodominant antigens that trigger strong cellular and
humoral immune responses [27, 34, 35], they are interesting therapeutic and vaccinal
targets [36]. Soares et al. [37] reported that rPbHsp60 may serve as an efficient vaccine
component for treating experimental PCM. The differences between our results and
those of Soares et al. [37] may be due to the different infection routes and protocols for
the administration of recombinant PbHsp60. While Soares et al. [37] used intranasal
infection, we performed intravenous infection, which mimics a disseminated form of the
disease and advantageously constitutes a model for preclinical therapeutic trials [38].
Furthermore, we administrated rPbHsp60 in a therapy regimen, whereas Soares et al.
[37] adopted a prophylactic regimen. The protocol used in the present study was
designed on the basis of a previous study where treatment of P. brasiliensis-infected
mice with CFA decreased fungal load in up to 2-log and substantially increased the
concentrations of protective cytokines [23]. In the present study, treatment of P.
brasiliensis-infected mice with rPbHsp60 + CFA increased fungal load, number of
diffuse granulomas with inflammation foci, and levels of all cytokines in lungs
compared with that in P. brasiliensis-infected mice treated with CFA alone. Increased
concentrations of proinflammatory cytokines (IL-17, TNF-a and IFN-y) after rPbHsp60
treatment of P. brasiliensis-infected mice aggravated PCM, leading to severe
inflammation, host tissue damage, impaired granuloma formation, and P. brasiliensis
dissemination. Although anti-inflammatory cytokines IL-10 and TGF-f prevent
inflammatory damage [39], lack of equilibrium in cytokine concentrations may favor
tissue destruction. The risks of dysregulated cytokine production are clearly noted in
other diseases, as septic shock syndrome [40, 41], which has a high mortality rate in
humans [42]. Though anti-inflammatory cytokines are produced to compensate the high

levels inflammatory response in patients with septic shock syndrome, they may be
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harmful, leading to cutaneous anergy, reduction of lymphocytes, decreased of
monocytes response to cytokine stimulation, as well as decrease of human leukocytes
antigens on monocytes [43]. Like in sepsis, an excessive cytokine production was
harmful in P. brasiliensis-infected mice treated with PbHsp60, since that dysregulation
may have been responsible, at the same time, for increased inflammation and tissue
damage and decreased protective immune response against to P. brasiliensis, increasing
the number of yeast in the tissue. Indeed, a fine-tuning between resistance and tolerance
may explain the aspects of fungal infection, such as immunopathology and persistence
[44].

Our study provides evidences that administered rPbHsp60 accounts for severe
lesions in PCM and allows us to propose that PbHsp60 contributes to the fungal
pathogenesis. Moreover, results of this study provide a perspective for controlling
exacerbated immune responses and for designing new treatment approaches to induce

appropriate immune response against deep mycosis.
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Figures legends

Fig 1. Native PbHsp60 increase fungal load in P. brasiliensis-infected mice. (A)
Isolation of nPbHsp60 from P. brasiliensis by using a fetuin—agarose column
equilibrated with 20 mM sodium phosphate buffer (pH 7.4). Chromatography was
monitored spectrophotometrically at 280 nm. The fraction eluted with 1 M NaCl was
concentrated, dialyzed against 20 mM sodium phosphate buffer (pH 7.4), and analyzed
by performing SDS-PAGE with a 12.5% gel. The gel was stained with Coomassie
brilliant blue. Migration positions of molecular mass markers are shown on MW in kDa.
(B) Mice injected with 1 x 10° P. brasiliensis yeast cells were treated with or without
CFA or nPbHsp60 on day 21 postinfection. Lung homogenates were obtained from
these mice on day 30 after the treatment and were analyzed for the CFU of P.
brasiliensis yeast. Data are expressed as the mean + standard deviation of five mice per

group; *P < 0.05 compared to the other groups.

Fig 2. Native PbHsp60 reverse the beneficial effect of CFA on experimental PCM.
Mice injected with 1 x 10° P. brasiliensis yeast cells were treated with PBS, CFA, or
CFA-emulsified nPbHsp60 (nPbHsp60 + CFA) on day 21 postinfection. (A) Lung
homogenates were obtained from these mice on day 30 after the treatment and were
analyzed for the CFU of P. brasiliensis yeast cells. (B—E) Lung tissues obtained on day
30 after the treatment were fixed in formalin, embedded in paraffin, cut into 5-um
sections, stained with H&E, and analyzed by light microscopy. Scale bars indicate 200
um. (B) Morphometric analyses were performed using lung sections obtained from P.

brasiliensis-infected mice treated with (C) PBS, (D) CFA, or (E) nPbHsp60 + CFA.
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Percentage lesion area was measured using a computer-aided image analysis software.
Data are expressed as mean + standard deviation; ND, not detected; *P < 0.05

compared with the other groups.

Fig 3. Recombinant PbHsp60 disrupts the beneficial effect of CFA on experimental
PCM. Mice inoculated with 1 x 10° P. brasiliensis yeast cells were treated, on day 21
postinfection, with PBS, CFA, or CFA emulsified rPbHsp60 (rPbHsp60 + CFA; 50 ug).
Thirty days after the treatment animals were sacrificed and lung (A), liver (B), and
spleen (C) homogenates were analyzed for the CFU of P. brasiliensis yeast cells. Data
are expressed as the mean = standard deviation of five mice per group obtained from
three independent experiments. Sections (5-um) of these organs were stained with H&E
and microscopically analyzed for the extension of granulomatous lesions using Image J
software (panels D-F). Bars represent the mean + standard deviation of percentage
lesion areas; *P < 0.05 compared with the other groups. Panels G to | show
representative images captured from the pulmonary tissue of mice of each experimental
group: PBS-treated (G), CFA (H) and rPbHsp60 + CFA (I). Scale bars of the lung
sections indicate 1 mm. Images in the bottom panel correspond to black squares

indicated on the upper panels.

Fig 4. Treatment of P. brasiliensis-infected mice with rPbHsp60 emulsified or not
in CFA increases the concentration of all the tested cytokines. Mice injected with 1
x 108 P. brasiliensis yeast cells were treated with PBS, CFA, rPbHsp60 alone
(rPbHsp60) or emulsified in CFA (PbHsp60 + CFA) on day 21 postinfection. Lung
homogenates obtained from these mice on day 30 after the treatment were analyzed for

the concentrations of (A) IL-12, (B) IFN-y, (C) TNF-a, (D) IL-17, (E) IL-4, (F) IL-10,
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and (G) TGF-p. Data are expressed as the mean + standard deviation of five mice per
group obtained from three independent experiments; *P < 0.05 compared with the other

groups.

Supplementary Figures legends

S1 Fig 1. MS/MS Mascot search data of the 60-kDa protein from P. brasiliensis.
The 60-kDa band from P. brasiliensis was excised from the electrophoresis gel and
digested in situ with trypsin. Peptides were extracted from gel and dried, resuspended in
50 pl 1% formic acid, centrifuged and transferred to HPLC vial. Spectrometry analyses
were performed on an Agilent 6520 Q-TOF mass spectrometer equipped with an
Agilent 1200 series liquid chromatograph and an Agilent Chip Cube LC-MS interface
(1D nLC-MS-MS). Mascot (version 2.3; Matrix, United Kingdom) analysis was
performed to identify peptides and to search for proteins in the NCBI nonredundant (nr)

database.

S1 Table. List of all proteins matched with at least one peptide with a significant

Score.
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S1 Figure
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S1 Table. List of all proteins matched with at least one peptide with a significant score.

. .- Mass Query  Coverage
Accession Description (Da) Score match (%)
XP_010763632.1  heat shock protein [Paracoccidioides brasiliensis Pb18] 62,522 1457 141 43
AAF60327.1 keratin 1 [Homo sapiens] 66,149 409 10 13
EFB17395.1 hypothetical protein PANDA 012419 [Ailuropoda melanoleuca] 39,324 254 5 16
1TAB E Chain E, Structure_ C_)f The Trypsin-Binding Domain Of Bowman-Birk 23.975 207 13 93

- Type protease Inhibitor
CAA32649.1 unnamed protein product [Homo sapiens] 59,720 136 2 4
EEH19376.2 retrograde regulation protein [Paracoccidioides brasiliensis Pb03] 62,712 129 3 4
1BRB_E Chain E, Crystal Structures Of Rat Anionic Trypsin Complexed With 24467 63 1 5

The Protein Inhibitors Appi And Bpti




