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RESUMO

TEIXEIRA, A. F. Avaliacdo terapéutica da formulacéo vacinal baseada no peptideo P10
derivado da glicoproteina (gp43) de Paracoccidioides brasiliensis e na flagelina de
Salmonella (FliCd). 2011. 86 f. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Séo Paulo, 2011.

Paracoccidioidomicose (PCM) é uma doencga granulomatosa sistémica causada pelo fungo
dimérfico Paracoccidioides brasiliensis. Aproximadamente 10 milhdes de pessoas que vivem
em areas endémicas estdo infectadas com P.brasiliensis e até 2% destas podem desenvolver a
PCM. Periodos extensos de quimioterapia sdo necessarios para tratar a PCM e problemas de
recidiva da doenca sdo frequentes. Vacinas anti-PCM ainda nédo estdo disponiveis para uso em
humanos, porém, nos Gltimos anos, testes em modelo animal mostram que estratégias vacinais
sdo vidveis. Formulagdes vacinais baseadas na proteina de parede celular (gp43) e de um
peptideo, denominado P10, especifico para células T CD4" mostram-se promissores como
antigenos vacinais. Em trabalho anterior foi demonstrado que a combinacdo do peptideo P10
com uma flagelina de Salmonella foi capaz de conferir excelentes niveis de protecdo
profilatica a desafios com P. brasiliensis. No presente trabalho, testamos as propriedades de
uma formulacéo vacinal terapéutica baseada no peptideo P10 combinado com flagelina FliCd
de Salmonella enterica, associada ou ndo a quimioterapia, como tratamento da PCM
experimental. Para isso animais Balb/c foram infectados com uma linhagem virulenta de P.
brasiliensis (Pb18) e tratados por 30 dias ap6s o desafio com trés ou quatro doses da
formulacdo vacinal, administrada por via i.n. ou s.c., combinada ou ndo ao tratamento com
quimioterapicos (sulfametoxazol/trimetropim). Os resultados indicaram que animais tratados
apenas com a vacina, combinada ou ndo com 0s quimioterapicos, ndo demonstraram uma
reducdo significativa da carga fangica no pulmdo quando comparados com 0s animais
infectados e ndo tratados. No entanto granulomas mais organizados foram observados no
pulmdo dos animais que receberam a formulacdo vacinal. A andlise do perfil de citocinas
secretadas por células do pulmdo, em animais imunizados, ndo revelou uma modulagdo no
padréo de resposta imune nos animais submetidos ao regime vacinal. Os resultados indicam
que, ao contrario do observado em condi¢des profilaticas, a formulacdo vacinal P10 e FliCd,
ndo apresentou efeito terapéutico significativo frente a PCM previamente estabelecida nos

animais.

Palavras-chave: Paracoccidioidomicose. Vacinas. Peptideo P10. Flagelina. Salmonella.
Adjuvantes.



ABSTRACT

TEIXEIRA, A. F. Therapeutic evaluation of the vaccinal formulation based the P10
peptide from glicoprotein (gp43) of Paracoccidioides brasiliensis and Salmonella flagelin
(FIiCd). 2011. 86 p. Master thesis (Microbiology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2011.

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic granulomatous disease caused by the dimorphic
fungus Paracoccidioides brasiliensis. Approximately 10 million people living in endemic
areas may be infected with this fungus and up to 2% of them may develop the disease.
Extended periods of chemotherapy are often necessary to treat PCM and relapses occur
frequently. PCM vaccines are not yet available for use in humans, but in recent years tests in
animal models showed that vaccine strategies are viable. Vaccine formulations based in
secreted cell wall protein (gp43) and a derived peptide (P10), representing a CD4" T cell-
specific epitope, have showed promising results as vaccine antigens. In a recent work, it was
show that the P10 peptide combined with a Salmonella flagellin resulted in excellent
protective levels to challenges with P.brasiliensis. In the present work, we tested the
properties of a vaccine formulation based on the P10 peptide admixed with the Salmonella
enterica FIiCd flagellin, in combination or not with chemotherapy, as a PCM therapeutic
treatment. Balb/c mice were infected with a highly virulent P. brasiliensis (Pb18) strain and
treated for 30 days after challenge with three or four doses of the vaccine formulations,
administered i.n or s.c., combined or not with an antifungal drug treatment
(Trimethoprim/Sulfamethoxazole). Treated mice, combined or not with chemotherapy,
showed no significant reduction in lung fungal burden when compared to non-treated animals.
Nonetheless, more organized lung granulomas were observed in animals that received the
vaccine formulation. Analysis of cytokines secreted by lung cells of immunized mice did not
show a shift in the immune response pattern induced by the different therapeutic vaccine
regimen. The data suggest that, unlike the vaccine tested under prophylactic conditions, the
P10 and FIliCd-based vaccine, did not induce significant therapeutic protection to

experimental PCM.

Keywords: Paracoccidioidomycosis. Vaccine. P10 peptide. Flagellin. Salmonella.
Adjuvants.
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1 INTRODUCAO

A paracoccidioidomicose (PCM) primeiramente descrita como blastomicose sul-
americana em 1908 por Adolfo Lutz é uma doenca crénica, granulomatosa, causada pelo
fungo termodimorfico Paracoccidioides brasiliensis (LUTZ, 1908; LACAZ, 1994). A
prevaléncia dessa doenca é delimitada aos paises da America latina, sendo que a maioria dos
casos é restrita ao Brasil (80%), principalmente nos Estados de Séo Paulo, Parana, Rio Grande
do Sul, Goiés, Rio de Janeiro e Ronddnia. Contudo, paises como Venezuela, Colémbia,
Equador e Argentina também séo considerados como areas endémicas (AMEEN; TALHARI;
TALHARI, 2010; COLOMBO et al., 2011). Acredita-se que aproximadamente 10 milhGes de
pessoas que vivem em areas endémicas podem ter entrado em contato com o P. brasiliensis e
que cerca de 2% dessas pessoas expostas poderdo desenvolver a doenca (BRUMMER,;
CASTANEDA; RESTREPO, 1993; BORGES-WALMSLEY et al., 2002).

A infeccdo por P. brasiliensis acontece geralmente nas primeiras duas décadas da
vida, porém a doenca pode se desenvolver, apés a reativacdo de um foco quiescente, cerca de
quinze anos mais tarde, considerado como periodo de laténcia (AMEEN; TALHARI,;
TALHARI, 2010; COLOMBO et al., 2011). Talvez esse histérico da doenca seja um dos
fatores que inclui a PCM na lista de doencas negligenciadas, ja que a notificacdo de casos da
PCM ndo é obrigatéria, representando assim um problema de saide publica no Brasil. A
observacao de casos de infeccdo assintomatica por P. brasiliensis em praticamente todos os
estados brasileiros, por meio de testes de hipersensibilidade com paracoccidioidina, € um
achado frequente (MARTINEZ, 2010).

O P. brasiliensis é um fungo dimorfico que cresce na forma de micélio entre 18 °C a
25 °C, sendo possivelmente a forma infectante. O fungo assume a forma de levedura quando
cultivado a 37 °C e nos tecidos dos hospedeiros (BRUMMER; CASTANEDA; RESTREPO,
1993; BORGES-WAIMSLEY et al., 2002). Recentemente foi observado que o P. brasiliensis
ndo é uma espécie Unica, analises moleculares demonstraram que existe um complexo com no
minimo trés espécies cripticas de P. brasiliensis, a primeira espécie presente em Varios paises
endémicos, a segunda presente somente no Brasil e Venezuela e a terceira espécie restrita
somente & Coldmbia (MATUTE et al., 2006; COLOMBO et al., 2011).

A infeccdo por P. brasiliensis ocorre por via respiratoria, quando conidios produzidos
por micélios presentes no solo sdo inalados, se instalam nos pulmdes e se transformam em
leveduras formando o complexo priméario pulmonar. Esse complexo pode evoluir para a cura,

tornar-se latente ou entdo se disseminar, pelo sistema linfatico ou pela corrente sanguinea,
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para multiplos 6rgdos. A evolucdo da PCM é dependente de alguns fatores relacionados com
0 hospedeiro como, sexo, idade, genética e defesa imunoldgica, assim como de fatores
relacionados ao proprio fungo como o tipo de cepa e a dose infectante (SAN-BLAS; NINO-
VEGA; ITURRIAGA, 2002; MENDES-GIANNINI et al., 2008).

Baseado na interacdo patdgeno-hospedeiro, a PCM apresenta multiplas manifestacoes
clinicas. Apos um individuo ter sido infectado, ele podera desenvolver uma infecgdo primaria
seguida pela resolucdo do problema, podendo ou ndo ter um foco quiescente da doenca,
tornando assim um individuo saudavel, ou entdo, desenvolver uma das formas clinicas da
doenga: aguda ou subaguda, forma cronica ou a forma oportunista (BRUMMER,;
CASTANEDA,; RESTREPO, 1993; BERNARD, 2008).

Acredita-se que a forma aguda ou subaguda da doenca, conhecida também como tipo
juvenil, seja um seguimento da infeccdo inicial, com periodo de incubacdo curto, poucos
meses ou até mesmo semanas, sendo caracterizada por algumas caracteristicas como: resposta
imune celular deficiente, aumento na producdo de anticorpos especificos, resposta de
hipersensibilidade do tipo tardio (HDT) negativa e proliferacdo sistémica elevada com alta
taxa de mortalidade. Essa forma da doenca € responsavel por 3 a 5% dos casos e acomete
criangas e adolescentes de ambos 0s sexos, mas eventualmente pode atingir individuos com
até 30 anos. (SHIKANAI-YASSUDA et al., 2006; BERNARD, 2008; AMEEN; TALHARI,
TALHARI, 2010).

A forma crénica da doenca, conhecida também como tipo adulto, pode variar de uma
forma branda a uma forma mais severa que ocorre apds a reativacdo do fungo a partir de um
foco quiescente. Nessa fase a doenca progride lentamente, de forma silenciosa, podendo levar
anos até que seja diagnosticada. Noventa por cento dos casos da PCM apresenta a forma
unifocal, quando a doenca acomete somente o pulmao, mas a doenca pode apresentar-se de
forma multifocal quando atinge mais de um érgdo simultaneamente. Em ambos 0s casos as
respostas imunolégicas celulares sdo elevadas, ha formacdo de granulomas contendo células
fangicas e esses podem formar sequelas, como uma lesdo fibrdtica, ou afetar o
funcionamento do pulmdo por meio de uma doenca pulmonar obstrutiva crénica. Essa forma
da doenca é responsavel por mais de 90% dos casos e atinge principalmente individuos do
sexo masculino com mais de 30 anos. (SAN-BLAS et al., 1992; BRUMMER; CASTANEDA,;
RESTREPO, 1993; BORGES-WALMSLEY et al., 2002; SHIKANAI-YASSUDA et al.,
2006).

A forma oportunista da doenca foi assim classificada por ocorrer também apés a

reativacdo de um foco quiescente, porém clinicamente os sintomas sd@o semelhantes ao da
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forma aguda da doenca e caracterizada por afetar individuos imunossuprimidos (BERNARD,
2008).

A quimioterapia é a base do tratamento para PCM em suas diversas formas. A duracao
do tratamento € determinada por varios fatores como, a viruléncia do P. brasiliensis, o estado
da imunidade do hospedeiro, o grau de envolvimento do tecido e o grau da disseminagéo
fangica. Geralmente o tratamento inicial tem em média duragdo de 2 a 6 meses e, devido a
frequente observacdo de recidivas da doenca, um tratamento prolongado é necessario com
duracdo minima de dois anos. As drogas utilizadas, em geral, sdo: a anfotericina B, que atua
principalmente na permeabilidade da membrana plasmatica provocando danos oxidativos a
célula fungica, derivados sulfamidicos, que atuam na inibicdo seletiva de enzimas, ou
derivados azolicos que geralmente atuam na sintese do ergosterol, um componente vital da
membrana das células do fungo (BRAJTBURG et al., 1990; McGINIS e PASSAREZ, 1998;
PETRIJR, 2001; AMEEN; TALHARI; TALHARI, 2010).

Atualmente o itraconazol oral (100-300 mg/dia) é a droga escolhida para tratamento
das formas leves e moderadas da PCM, no entanto, o fluconazol e o cetoconazol também vém
sendo utilizados. Porém como esses medicamentos nao estdo disponiveis na rede publica, a
combinacdo sulfametoxazol (800-1200 mg) e trimetoprim (160-240 mg) administrado duas
vezes ao dia por via oral, é o tratamento mais utilizado na terapéutica de individuos com
PCM. Em casos de PCM severa a droga utilizada para tratamento é anfotericina B (2-3
mg/kg) administrada por via intravenosa. Embora derivados azélicos e outras drogas possam
controlar a progressdao da PCM, a formacédo de seqlielas como fibrose pode representar uma
fonte enddégena do P. brasiliensis passivel de reativacdo ao término do tratamento. Além
disso, devido ao longo periodo de tratamento com essas drogas, sintomas associados a
toxicidade resultam na desisténcia do tratamento e a ocorréncia de recidivas (DE CAMPOS et
al., 1984; SHIKANAI-YASUDA et al., 2002; AMEEN; TALHARI; TALHARI, 2010;
NARANJO et al., 2010). Outras dificuldades no emprego de derivados azélicos é o custo
elevado e a ndo disponibilidade na rede publica de saude, o que torna o tratamento de
individuos mais carentes limitado. Além disso, estudos que demonstraram a resisténcia de P.
brasiliensis as sulfonamidas, aos azdis e a anfotericina B reforcam a necessidade de
tratamentos terapéuticos mais eficazes, de curta duragdo e com um menor risco de
desenvolvimento de sequelas, como € o caso das vacinas (YASUDA, 2005).

Baseado nesse contexto pesquisas foram feitas no sentido de desvendar os
mecanismos de resposta imune envolvidos no controle da PCM. Sendo observado que a

protecdo da doenca é baseada em uma ativacio dominante de células T CD4" do tipo Thl
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produtoras de IFN- y e IL-12. Enquanto que a ativacdo de uma resposta imune associada com
altos titulos de anticorpos, com ativagdo de linfocitos T CD4" do tipo Th2, esta associada com
um padrédo grave da doenga (CANO et al., 1995; CALISH e KASHINO, 1998; CANO et al.,
1998; ARRUDA et al., 2002). Esse mesmo padrdo de resposta imune foi observado por
Calich et al. (1985) quando diferentes graus de resisténcia e susceptibilidade foram
encontrados em diferentes linhagens de camundongos frente a infec¢do por P. brasiliensis. A
linhagem A/SN, considerada resistente, desenvolve a forma cronica da doenca enquanto que a
linhagem B10.A mostra-se mais susceptivel a doenca e desenvolve a forma aguda ou grave da
doenca.

Estudos envolvendo mecanismos de imunidade inata mostram que a interagéo inicial
do patégeno com o hospedeiro interfere no desenvolvimento de uma resposta imunoldgica
especifica responsavel por controlar a progresséo da doenca. Como foi observado, macro6fagos
de animais susceptiveis sdo inicialmente muito reativos a antigenos do P. brasiliensis e
secretam altas quantidades de IL-12, o que acarreta na estimulagdo de células NK e
consequente producdo de IFN- y e secrecdo de Oxido nitrico (ON). Tal condicdo leva a um
padrdo de resposta imune inata muito efetivo e, consequentemente, controle do crescimento
fungico. No entanto, a producéo excessiva de ON inibe o desenvolvimento de células T CD4"
por induzir anergia o que resulta no agravamento da doenca. Por outro lado, macréfagos dos
animais resistentes apresentam um controle inicial pouco eficiente do crescimento flngico,
com baixos niveis de secrecdo de IL-12 e altos niveis de TGF- S. que, por sua vez, inibe a
ativacdo dos macrofagos com consequente reducdo na produgéo de IFN-y e ON. Essa resposta
favorece o desenvolvimento de uma resposta imune celular e os animais conseguem montar
lentamente uma resposta especifica para P. brasiliensis com ativacio de células T CD4"
produtoras de IFN-y que controlam o crescimento fungico (CALICH et al., 2008; PINA et al.,
2008).

A producédo do IFN-y leva ao controle de varios patdgenos o que ocorre em funcédo de
sua propriedade em ativar macréfagos. No entanto, na PCM foi demonstrado que os
macrofagos desenvolvem duplo papel, podem ser tanto responsavel pela disseminagdo como
pela restricdo da infecgdo por P. brasiliensis. O balanco de citocinas certamente desenvolve
papel essencial nesse balango (BERNARD, 2008). Como ja foi observado por Cano et al.
(1998), o IFN-y é a citocina protetora mais importante para controlar a infec¢do tanto em
animais resistentes quanto em animais susceptiveis. A IL-12 e 0 TNF-o também tém
importancia nesse processo, porém a administracdo de IL-12 recombinante como forma de

tratamento para PCM, apesar de controlar a infec¢éo, induz uma forte resposta inflamatéria no
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pulmé&o dos animais demonstrando assim um efeito prejudicial dessa citocina. A citocina IL-4
também tem duplo papel na infec¢do, em animais susceptiveis ela os protege de uma infecgéo
severa, enquanto que, em animais mais resistentes ela promove o agravamento da doenca. A
IL-10 é uma citocina conhecida por promover a doenca, mas devido ao seu papel em inibir
macrofagos ela pode contribuir no controle da PCM (ROMANO et al., 2002; ARRUDA et al.,
2002; PINA et al., 2004; ARRUDA et al., 2004; LIVONESI et al., 2008; MOREIRA et al.,
2010).

Conhecendo entéo o tipo de resposta imune envolvida no controle da PCM podemos
pensar no desenvolvimento de uma estratégia vacinal cujo objetivo é modular o sistema para
um tipo de resposta imunoldgica capaz de promover a total eliminacdo dos patdgenos latentes.
Em relacdo a esse aspecto, ha uma busca crescente de antigenos capazes de ativar respostas
imunoldgicas protetoras. Carboidratos e proteinas sdo substancias consideradas seguras para o
uso em formulagdes vacinais.

No caso da PCM, o componente mais estudado do P. brasiliensis para o
desenvolvimento de uma vacina voltada para o controle da PCM é representado pelo principal
antigeno detectado durante a infeccdo, a glicoproteina extracelular de 43,000 Da (gp43),
isolada do sobrenadante de cultura do fungo por cromatografia de afinidade. A gp43 €
reconhecida por anticorpos de praticamente todos os individuos infectados em varios testes
soroldgicos, sendo, portanto usada como rotina no monitoramento da doenca. O papel
desenvolvido pela gp43 na patogenicidade da doenca ainda ndo foi completamente
desvendado, porém, em algumas condicGes experimentais, a gp43 esta envolvida, na adesdo
celular do patdégeno ao hospedeiro favorecendo a invasdo pelo fungo por ser um ligante de
laminina. Por outro lado, foi sugerido que a gp43 pode ser responsavel por atuar em um
mecanismo de evasdo do sistema imune por inibir a atividade fungicida de macrofagos. Mas o
seu papel principal parece estar relacionado a inducdo de uma resposta imune celular
protetora por conter epitopos de células T (PUCCIA et al., 1986; PUCCIA e TRAVASSOS,
1991; POPI et al., 2002; SILVA et al., 2004).

Diversas estratégias vacinais que utilizam a gp43 como candidata vacinal tém sido
testadas em abordagens profilaticas. Animais imunizados por via subcutanea com gp43
purificada associada ao adjuvante completo de Freund (CFA) apresentaram reducdo no
nimero de UFCs no pulmdo apdés o desafio com uma cepa virulenta de P. brasiliensis
(TABORDA et al., 1998). Além disso, a formulagdo testada foi capaz reduzir a disseminacéo
do fungo para outros 6rgdos. O desenvolvimento de uma resposta imune humoral e celular foi

responsavel pela protecdo da doenca (TABORDA et al., 1998). O contrario foi observado
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quando animais BALB/c receberam, por via nasal, gp43 associado a flagelina de Salmonella.
O ndmero elevado de leveduras viaveis recuperadas nos pulmfes dos animais foi
acompanhado por altos titulos de anticorpos 1gGl (BRAGA et al., 2009). De fato foi
observado que o desenvolvimento de uma resposta imune contra a gp43 € influenciado por
células apresentadoras de antigenos (APC). Quando gp43 é processada e apresentada por
celulas dendriticas (CD) induz preferencialmente um padrdo de resposta do tipo Thil, e
desenvolve uma resposta do tipo Th2 quando é apresentada por células B (ALMEIDA et al.,
1998; FERREIRA et al., 2003).

Vacinas de DNA tém sido usadas contra infeccGes provocadas por diversos patdgenos
apresentando resultados promissores. O gene da gp43 foi clonado no vetor (VR-1012) sob
controle do promotor citomegalovirus (CMV), apds a expressao do gene o vetor denominado
VR-gp43 foi administrado nos animais por via intramuscular (i.m). Os resultados
demostraram reducéo significativa no nimero de UFCs nos 6rgdos desses animais infectados
com leveduras de P.brasiliensis, quando comparados com 0s animais imunizados com o vetor
vazio. Essa protecdo foi observada ap0Os ativacdo de uma resposta imune celular mista
Th1/Th2 (PINTO et al., 2000).

Rodrigues e Travassos em 1994 observaram que a ativagcdo de uma resposta imune
protetora mediada por linfécitos T CD4" nos animais imunizados com gp43 era voltadas para
um epitopo imunodominante. Apds essa observacgdo, diferentes sequéncias de aminoécidos da
gp43 foram selecionadas e analisadas em ensaios de linfoproliferacdo. A sequéncia peptidica
de 15 aminoacidos (QTLIAIHTLAIRYAN) denominada P10 foi a Unica sequéncia capaz de
induzir linfoproliferacdo de linfocitos T previamente estimulados com gp43 e P10 associados
ao CFA. A regido central do P10 (HTLAIR) é a regido essencial do epitopo e esta flanqueada
por uma combinacdo de aminoacidos envolvida com a apresentacdo por moléculas de MHC 11
de trés haplotipos diferentes de camundongos. A natureza promiscua dessa molécula foi
também observada para a ligacdo a muitos alelos do HLA-DR de humanos, propriedade
essencial para um candidato vacinal a ser administrada em uma populagdo geneticamente
heterogénea (TABORDA et al., 1998; IWAI et al., 2003).

Resultados promissores utilizando o peptideo P10 em regimes profilaticos foram
obtidos de diversas formas. Em 1998, Taborda e colaboradores utilizaram por via parenteral o
peptideo P10 emulsificado em CFA. Os resultados obtidos demonstraram uma infeccdo
pulmonar 200 vezes menos intensa quando comparado com 0s animais controles, além disso,
essa formulacdo foi capaz de evitar a disseminacdo do fungo para o baco e figado mesmo

apos trés meses de infeccdo. O efeito protetor do P10 € atribuido a forte resposta imune
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celular mediada por IFN-y e IL-2 por linfécitos T, tendo a vantagem de ndo induzir resposta
imune humoral.

Com o objetivo de melhorar a entrega do peptideo P10 para o sistema imune, um
complexo na forma de multiplos peptideos antigénicos (MAPS) foi sintetizado. Os MAPSs tém
sido utilizados como alternativa para amplificar a imunogenicidade de peptideos sintéticos
podendo assim substituir o uso de adjuvantes que séo prejudiciais para o hospedeiro como é o
caso do CFA. O complexo construido, denominado M10, apresentava 4 sequéncias peptidicas
correspondente ao P10 ligado a trés cadeias de lisina contendo glicina na posicao C-terminal.
Uma Unica dose de M10 foi capaz de reduzir significativamente o nimero de UFCs no
pulmé&o, baco e figado. Porém, devido a dificuldades no processo de sintese e purificacdo da
molécula, o uso desta, como candidato vacinal mostrou-se inviavel (TABORDA et al., 2004).

Resultados promissores foram obtidos quando a flagelina FIiCd de Salmonella
Dublin foi utilizada como adjuvante em regime profilatico de vacinacdo. A formulacdo
vacinal baseada no peptideo P10 e FliCd administrada nos animais por via intranasal (i.n)
induziu um padréo de resposta imune celular do tipo Thl com ativacdo predominante de IL-
12 e IFN-y respectivamente e elevados niveis de protecdo a desafios com a cepa Pb18.
(BRAGA et al., 2009).

Uma estratégia vacinal que atue terapeuticamente na PCM seria uma prioridade
frente a perspectiva reduzida de uma vacinacdo preventiva em fungdo da incidéncia da doenca
e 0 problema de recidiva em pacientes submetidos a quimioterapia. Estudos que empregaram
0 peptideo (P10) como ferramenta terapéutica mostraram resultados promissores. O peptideo
P10 foi incorporado em particulas de poli (&cido latico acido glicélico) (PLGA), que atuam de
forma a liberar o antigeno de forma controlada e gradual. Os animais que receberam as
particulas de PLGA em associa¢do com sulfametaxazol/trimetoprim foram sacrificados 30 e
90 dias apo6s o inicio do tratamento e em ambos os periodos o nimero de UFCs nos pulmdes
foi drasticamente inferior aos animais controles (AMARAL et al., 2010).

Quando o peptideo P10 foi utilizado em conjunto com a quimioterapia especifica para
P.brasiliensis um efeito protetor aditivo foi observado (MARQUES et al., 2006, 2008). Dois
protocolos diferentes foram testados para medir o efeito de uma vacina baseada no peptideo
P10 combinado ao CFA (quatro doses). No primeiro, o0 tratamento com as drogas
antifingicas comecou 48 h apos o desafio com uma cepa virulenta de P. brasiliensis. No
segundo protocolo o tratamento foi iniciado 30 dias apds a infeccdo. Os animais receberam
por 30 dias consecutivos itraconazol, fluconazol, cetoconazol, sulfametaxazol ou a

combinacéo de sulfametaxazol/trimetoprim. Nos dois ensaios a combinagdo da vacina com as
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drogas antiflngicas controlou o crescimento do fungo no pulmé&o dos animais infectados. Os
resultados indicam que a estratégia modulou as respostas imunoldgicas induzidas e reduziu o
tempo do tratamento com os quimioterapicos. Esse efeito protetor aditivo também foi
observado quando os animais foram tratados com dexametasona para desenvolver o padrédo
grave da doenca. Os resultados observados mostraram que mesmo em casos de anergia o
tratamento foi eficiente no controle do crescimento fungico (MARQUES et al., 2008).

Contudo vacinas baseadas em peptideos ainda nao séo, em geral, protetoras em funcao
da baixa imunogenicidade dessas moléculas. Polipeptideos sdo facilmente degradados em
diferentes ambientes e apresentam problemas de entrega ao sistema imune. Dessa forma a
incorporacdo de um adjuvante com propriedades de direcionar o antigeno a células
apresentadoras de antigenos para o desencadeamento de uma resposta imune celular funcional
e/ou que apresente propriedades inflamatdrias que propiciem a ativacdo do sistema imune
inato, por exemplo, representa um passo fundamental para o desenvolvimento de formulagdes
vacinais baseadas em peptideos (TRAVASSOS et al., 2008). Infelizmente os resultados
experimentais baseados no adjuvante de Freund, embora promissores, ndo sdo compativeis ao
uso em seres humanos em funcdo da forte reacdo inflamatdria gerada.

No entanto ha um namero limitado de adjuvantes disponiveis para 0 uso em humanos,
sendo que o Unico aprovado no Brasil até hoje é o hidroxido de aluminio, um ativador de
respostas do tipo Th2. Uma alternativa de adjuvante para formulacfes vacinais anti-PCM é
representada pela flagelina, como demonstram resultados anteriores (BRAGA et al., 2009).

A flagelina consiste em uma proteina monomérica de aproximadamente 500
aminoacidos que compde o filamento flagelar bacteriano, presente na superficie da bactéria,
proporcionando mobilidade e auxiliando na adesdo as células do hospedeiro (RAMOS;
RUMBO; SIRARD, 2004). Diferentes flagelinas sdo produzidas por vérias sorovares de
Salmonella enterica (FIiCd, FliCi, FlijB) que se assemelham por conter regides N - e C -
terminais conservadas que flanqueiam a regido central hipervaridvel. Essa regido central da
flagelina é rica em epitopos B e esta exposta como uma folha B-pregueada na superficie
externa do filamento flagelar e apresenta apenas 30% de homologia entre os diferentes
sorovares de Salmonella. Os dominios conservados formam uma estrutura em a-hélice
necessaria a montagem do filamento flagelar, funcdo de mobilidade e interacdo com o
receptor Toll-like 5 (TLR 5) do sistema imune inato (YONEKURA; MAKI-YONEKURA,;
NAMBA, 2003; RAMOS; RUMBO; SIRARD, 2004; MURTHY et al., 2004).

O efeito adjuvante exercido pela flagelina se da basicamente pela ativacdo de APCs.

Mais precisamente por uma estimulagio direta de células dendriticas CD11c™ tIr5*/" embora,
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esse receptor esteja presente na superficie de mondcitos, macrdéfagos, e células epiteliais
(MEANS et al., 2003). Ap6s ocorrer essa ativacdo por meio de sua ligacdo ao TLR 5, membro
de uma familia de moléculas de superficie responsaveis pelo reconhecimento de estruturas
especificas de patdgenos microbianos, uma cascata de sinalizacdo é ativada por meio de
proteinas adaptadoras, incluindo o fator de diferenciacdo miel6ide (MyD88) e o receptor de
interleucina 1 associado a quinases. Essa interacdo resulta na ativagao e translocacédo do fator
nuclear de transcricdo (NF-kB) para o nucleo da célula, onde se inicia a expressdo de
diversos genes que codificam citocinas (IL-1, IL-2,IL-6, IL-12, TNF-oc, LToc, LT € GM-
CSF), moléculas de adesdo (ICAM, VCAM) e enzimas induziveis (iINOS e COX-2), que
desempenham papel fundamental na resposta imune inata e adquirida. (ZHANG e GHOSH,
2001, ANDERSEN-NISSEN et al., 2007; MIZEL e BATES, 2010).

A estimulagdo do TLR na superficie de CD promove sua ativacdo e maturacao, o
que inclui aumento da expressao do MHC e moléculas co-estimuladoras (B7-1 e B7-2), bem
como secrecdo de citocinas e quimiocinas pré-inflamatorias. Essa ativacdo representa uma
etapa importante para obtencdo de uma resposta imune adaptativa. Assim as CD ativadas
possuem capacidade de sensibilizar células T virgens, consequentemente, a flagelina é
considerada um imunopotencializador para células T e B (AKIRA e TAKEDA, 2004;
CUADROS et al., 2004; RANVIDRAN e MCSORLEY, 2005; HONKO et al., 2006).

Além de suas propriedades adjuvantes, a flagelina representa uma molécula atraente
para a entrega e o direcionamento de antigenos, uma vez que epitopos para a ativacdo de
linfocitos B, T CD4" e T CD8" podem ser inseridos na molécula ou apenas coadministrados
para serem transportados e apresentados ao sistema imune (HONKO et al., 2006; MIZEL e
BATES, 2010). Flagelinas se tornam atraentes para uso em vacinas humanas por necessitar
de baixas doses para geracdo de respostas imunoldgicas aumentadas, auséncia de efeitos
colaterais, e facilidade de producéo em condicdes GMP.

Em pesquisa anterior desenvolvida no laboratério observamos efeitos promissores da
flagelina FliCd como adjuvante em formulacgdes vacinais profilaticas quando combinada ao
peptideo P10 do P. brasiliensis. Os animais imunizados com trés doses dessa formulacao
vacinal por via intranasal apresentaram um padrdo de resposta imune do tipo Thl. Além
disto, animais imunizados conseguiram eliminar a carga fangica no pulmao resultando na
primeira formulag&o vacinal de mucosa com efeito protetor em camundongos frente a PCM.
A utilizacdo da via de imunizagdo i.n apresenta diversas vantagens incluindo facilidade de
administracdo, reducdo de riscos de contaminagdo com outros patdgenos e capacidade de
induzir imunidade no tecido pulmonar (BRAGA et al., 2009).
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Baseado nesses resultados anteriores e devido a grande necessidade do
desenvolvimento de uma estratégia terapéutica voltada para o controle da PCM, avaliamos no
presente trabalho, os efeitos terapéuticos da vacina P10 e FliCd em condicGes terapéuticas,

associada ou ndo, a quimioterapia antifingica.
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2 OBJETIVO
2.1 Objetivo geral

O projeto tem como principal objetivo avaliar a eficacia terapéutica da formulagéo vacinal
baseada no peptideo P10 derivado da gp43 do P. brasiliensis e a flagelina FliCd de

Salmonella em associa¢do, ou ndo, a antibiéticos com acao antifungica.

2.2 Objetivo especifico

*0

% Analisar o efeito protetor terapéutico da formulacdo vacinal empregando diferentes
concentragfes do peptideo P10;

X/

¢+ Determinar o melhor regime vacinal em rela¢do ao nimero e intervalo entre as doses;

« Auvaliar a influéncia da via de administracdo da vacina;

X/

«+ Verificar se a adi¢do de antiflngicos resulta em um efeito protetor aditivo em animais

imunizados.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Linhagens e plasmideos
3.1.1 Linhagens bacterianas

As linhagens bacterianas utilizadas nesse estudo estdo descritas na tabela abaixo. A
linhagem S. enterica pv. Dublin (S. Dublin) SL5928 é uma linhagem atenuada ndo madvel. A
S. Dublin SL5928 foi transformada com o plasmideo pLS408 e denominada S. Dublin
SL5930. O cultivo bacteriano foi feito em meio Luria-Bertani (LB) suplementado com

ampicilina (100 pg/mL), a 200 rpm e a 37 °C.

Tabela 1- Linhagens bacterianas utilizadas no presente estudo

Linhagem Caracteristicas relevantes Referéncia

S. Dublin
SL5928 aroA his fliC::Tn10 Newton et al., 1989
SL5930 SL5928 transformada com Newton et al., 1989

o0 plasmideo pLS408; mével

3.1.2 Linhagens celulares

As linhagens celulares utilizadas nesse estudo estdo descritas na tabela 2. Células Hek293
transfectadas e ndo transfectadas com plasmideo contendo o gene que codifica para o receptor
TLR 5 foram cultivadas por duas semanas em meio DMEN adicionado de 10% de Soro Fetal
Bovino (SFB) (Cultilab, Campinas, SP, Brasil).
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Tabela 2 - Linhagens celulares utilizadas no presente estudo

Linhagem Caracteristicas relevantes Referéncia

HEK 293 Células embrionérias Graham et al., 1977
de rim humano

HEK 293/TLR5 HEK 293 transfectada Invivogen
com TLR5 humano

3.1.3 Plasmideos

O plasmideo pLS408 (6,0 kb) deriva do pUC19 e contém um inserto de 3,35 kb de DNA

genémico de S. Muenchen que codifica o gene fliCd (H1-d).

3.1.4 Linhagem fungica

A linhagem virulenta de P. brasiliensis (Pb18) foi mantida em meio semi-sélido Fava-

Netto a 37 °C e usada ap0s sete dias de cultivo.

3.2 Meios de cultura

3.2.1 Cultivo bacteriano

Para o cultivo da linhagem bacteriana foi utilizado o meio LB:
- 10 g triptona

- 10 g NaCl

- 5 g extrato de levedura

- 0.5.p 1L de &gua destilada

3.2.2 Cultivo fangico
A linhagem Pb18 foi cultivada em meio semi-solido Fava-Netto:

- 3 g Protease peptona
- 10 g Peptona (Difco, Detroit, M.1., USA)
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- 5 g Extrato de Carne

-5 g NaCl

- 5 g Extrato de levedura (Difco)

- 40 g Dextrose

- 189 Agar (Difco)

- g.5.p 1L de &gua destilada (pH 7,2 — 7,4)

Para andlise das UFCs o fungo foi cultivado em meio sélido Brain Heart Infusion (BHI):

- 37 g BHI (Difco)
- 20 g Agar (Difco)
-g.s.p 1L

Apo0s o processo de autoclavagdo esse meio foi suplementado com 4% (vol/vol) de soro
fetal bovino (Cultilab), 5% de filtrado de cultura do isolado 192 de P. brasiliensis e 1% de

estreptomicina e penicilina (Sigma, St Louis, MO).

3.3 Transformacdo de bactérias

As células competentes para eletroporacdo foram preparadas como recomendado pelo
fabricante do aparelho (Gene-Pulser, Biorad). O cultivo bacteriano realizado em meio LB foi
empregado na D.O. de 0,5 (600 nm). As células foram mantidas em gelo e centrifugadas
durante 15 minutos a 6.000 x g. O precipitado foi ressuspendido em 500 mL de agua MiliQ
gelada contendo 10% de glicerol e novamente foi realizado uma centrifugacdo. As células
foram lavadas com a mesma solucdo em um volume final de 250 mL, centrifugadas e
ressupensas em 50 mL da solugdo contendo glicerol 10%. Ap6s nova centrifugacdo, as células
foram ressuspensas em 1 mL de agua gelada e glicerol a 10% e o volume final foi distribuido
em tubos com 40 pl cada e congelados rapidamente a -80°C. A cada aliquota foi misturado a 1
ou 2 pl de DNA e a mistura foi transferida para uma cuba de eletroporagdo. O pulso elétrico
utilizado seguiu as recomendacdes do fabricante. Imediatamente apos o pulso foi adicionado 1
mL de meio LB diretamente na cuba e transferido para um tubo de ensaio e incubado a 37 °C
durante 1h sob agitacdo. As células foram entdo plagueadas em meio LB, acrescido de

ampicilina, e incubadas novamente a 37 °C.
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3.4 Preparacao do inéculo fungico

O fungo foi coletado e lavado em solucdo salina tamponada (PBS pH 7,2) por trés vezes e
deixou-se decantar as particulas maiores e, com o sobrenadante, fez-se a contagem das
leveduras vidveis em camara de Neubauer apds coloracdo por trypan blue (Sigma, St. Louis,
MO, USA).

3.5 Preparacéo das flagelinas purificadas

A linhagem de S. Dublin utilizada para a extracdo do flagelo foi semeada em 50mL de
meio LB com 100 pg de ampicilina e incubada a 37 °C com agitacdo de 80 rpm durante 16 h.
As células foram coletadas por centrifugacdo e ressuspensas em 2 mL de PBS. A suspensdo
bacteriana foi agitada em homgeneizador tipo “blender” para quebra dos flagelos (4 ciclos de
2 min em intervalos de 2 min no gelo). Apds a remoc¢do das células por centrifugacédo, o
sobrenadante foi coletado e adicionado 3 a 4 volumes de acetona gelada para precipitacdo da
flagelina presente. Apés 30 min de repouso a -20 °C, o material foi centrifugado e o
precipitado ressuspenso em aproximadamente 0,5 mL de PBS (BRAGA et al, 2008). As
flagelinas purificadas passaram por um tratamento (65 °C por 30 min) para dissociacdo dos

mondmeros.

3.6 Remocao de lipopolissacarideo

Apdbs a obtencdo das flagelinas purificadas um procedimento para remocdo de LPS foi
realizado utilizando o triton x-114. Em 1mL de proteina adicionou-se 100 pl de triton x-114 a
10% e misturou cuidadosamente com a pipeta. Em seguida incubou a amostra por 30 min no
gelo, a cada 10 min a amostra era homogeneizada em aparelho tipo vortex. Apos esse
procedimento, a amostra foi incubada na temperatura de 37 °C por 10 min e centrifugada por
5 min a 3.000g em temperatura ambiente para entdo coletara fase aquosa cuidadosamente para
ndo haver contaminagdo com a fase oleosa. Esse procedimento foi realizado 10 vezes e ap0s
a quantificacdo da endotoxina pelo teste LAL (Lisado de Amebdcitos de Limulus), (Lonza

Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil) obtivemos a proteina dentro dos limites aceitaveis de LPS.
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3.7 Dosagem da flagelina FliCd purificada

A quantidade total de proteinas foi determinada usando-se o kit BCA (Pierce, Rockford,
I, USA) e como padrdo a albumina bovina na concentracdo de 2 mg/mL, com diluicdes
sucessivas. A leitura da densidade dptica foi realizada a 600 nm em leitor de placa (Multiscan
MS-Labsystem, Waltham, MA, USA).

3.8 Eletroforese de proteinas em géis desnaturantes de poliacrilamida com SDS
(SDS-PAGE)

A andlise da pureza das flagelinas purificadas foi determinada em gel de poliacrilamida.
e Gel de Separacéo (12,5%):

- Acrilamida/Bis 30% C=1,6% 1,56 mL
-1,5M Tris-HCI, pH 8,8 1,00 mL
- Agua bidestilada 1,14 mL
- SDS 10% 37,5 uL
- PSA 10% 37,5 uL
- TEMED 1,5puL
e Gel de empilhamento (5%):

- Acrilamida/Bis C=5% 0,290 mL

- 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 0,220 mL

- Agua bidestilada 1,19 mL

- SDS 10% 17 pl

- PSA 10% 17 pl

- TEMED 1,7 ul

e Tampéo de amostra:
- 2% SDS

- 4% 2-mercaptoetanol

- 10% glicerol

- 0,06 M Tris-HCI pH6,8
-4mM EDTA

- Azul de bromofenol adicionado livremente
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A coloragéo foi feita por com azul de Coomassie:
- 0,25% Azul de comassie
- 50% metanol

- 10% acido acético

A descoloracdo do gel foi feita por aquecimento em &gua no forno de microondas por 2

minutos.

3.9 Imunodetecgdo em filtro de nitrocelulose (Immunoblot)

Apds a separacdo das proteinas por eletroforese, estas foram transferidas para um filtro de
nitrocelulose (Hybond-C Extra Amershan) em solucdo de transferéncia durante 1h com
corrente aplicada de 30mA.

e Tampao de transferéncia

- 39 mM glicina

- 20% metanol

- 0,0375% SDS

- 48mM Tris-HCI

Apobs a transferéncia os sitios ndo especificos de ligagdo do anticorpo a nitrocelulose
foram bloqueados em solucdo de 2% de leite desnatado em PBS e 0,05% de Tween20 por 12
h a4 °C. Apos 1 h de incubacdo com agitacdo, o filtro foi lavado 3 vezes com PBS-T durante
10 min para cada lavagem. A seguir, o filtro foi incubado por 1 h, sob agitacdo, com o
anticorpo anti-flagelina d diluido 1:3000 em solucdo bloqueadora. O filtro foi lavado
novamente 3 vezes (5 min cada lavagem) e incubado com o anticorpo secundario anti-lgG de
camundongo conjugado com peroxidase diluido 1:3000 durante 1 h com agitacdo. Para
revelacdo por quimioluminescéncia o filtro foi lavado 3 vezes (5 min cada) com tampé&o PBS-
T. O reagente de revelagéo (Pierce, Kit ECL, Amersham) foi aplicado a membrana, de acordo
com as instrucGes do fabricante. A solucdo foi preparada a partir de 1000 pl do reagente 1 e
1000 pl do reagente 2, misturados no momento do uso. Em seguida a membrana foi colocada
dentro de um cassete fotografico e recoberta por uma folha de acetato de celulose. A
revelacdo foi feita em cdmara escura e o filme foi exposto por cerca de quinze minutos e apos,

submetido a revelagdo com revelador fotografico (GBX, KodaK).
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3.10 Caracterizacao da atividade bioldgica da flagelina

3.10.1 Producdo in vitro de interleucina 8 (1L-8)

Células Hek293 transfectadas e ndo transfectadas com plasmideo contendo o gene que
codifica para o receptor TLR 5 (Invivogen, San Diego, USA) foram cultivadas por duas
semanas em meio DMEN adicionado de 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) (Cultilab), na
presenca ou auséncia de antibidtico blasticidina (1 ug/mL), respectivamente. Um dia antes do
ensaio as céelulas foram tratadas com Tripsina (Cultilab), lavadas duas vezes com DMEN +
10% SFB, e ajustadas para aplicar 50.000 células viaveis por pogo. As células foram
incubadas durante 12 h em estufa de CO,, 37 °C, na presenca ou auséncia de blasticidina. No
dia seguinte as células foram incubadas por cerca de 5 h com a flagelina FIiCd nas seguintes
concentragfes: 1 pg/mL; 0,1 pg/mL; 0,01 pg/mL; 0,001 pg/mL; 0,0001 pg/mL. Apds este
periodo o sobrenadante da cultura celular foi coletado e armazenado para quantificacdo de IL-
8 por ELISA utilizando-se o kit BD OptEIA TM Mouse IL-8 ELISA set (BD Biosciences,
San Diego, CA) (cat n. 555244).

3.10.2 Producéo in vivo de interleucina (IL-6)

Camundongos BALB/c (5 animais/grupo) foram inoculados com uma dose de flagelina
FIiCd, via i.p., na concentraq¢do de 5,0 pug/ em 200ul por dose. Ap6s0,5h; 2h;6he12h
o soro dos animais foi coletado e armazenado a -80°C para quantificacéo de IL-6 por ELISA
utilizando-se o kit BD OptEIA TM Mouse IL-6 ELISA set (BD Biosciences, San Diego, CA).

3.11 Sintese e purificacéo do peptideo P10

O peptideo sintético P10 (QTLIAIHTLAIRYAN) foi adquirido na empresa Sinapse e
produzido pela empresa GeneScript.
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3.12 Animais

Camundongos machos da linhagem BALB/c com média entre 6 a 8 semanas de idade
foram obtidos junto ao Biotério de Isogénicos da Parasitologia do Instituto de Ciéncias
Biomeédicas Il da Universidade de S&o Paulo. Os animais foram manuseados de acordo com
as normas do Comité de Etica do Instituto.

3.13 Infec¢do Intratraqueal

Os animais foram desafiados por via intratraqueal com 3x10°/50 ul células de
levedura/animal do isolado virulento da linhagem Pb18. Previamente, os animais foram
anestesiados por via intraperitoneal com 300 pl de uma solucdo contendo 80 mg/kg ketamina
e 10 mg/kg de xilazina (Unido Quimica, Brasil). Apds dez min uma incisdo foi feita na pele
do pescoco para exposi¢do da traquéia e com o auxilio de uma seringa, 50 pl da suspensao de
leveduras foi injetada. Em seguida, a incisdo foi suturada e os animais foram mantidos

aquecidos até acordarem da anestesia.

3.14 Protocolo de imunizacao dos animais

Para avaliacdo da formulacdo vacinal utilizou-se basicamente trés regimes vacinais
diferentes. O primeiro regime vacinal consistiu em trés doses com diferentes concentracdes do
peptideo P10 (2,5; 5; 10 e 20 ug) e 5 pg de flagelina, administrado por via nasal nos dias 31,
45 e 60 apos o desafio. O segundo regime vacinal consistiu em trés, quatro e cinco doses com
2,5 ug peptideo P10 e 5 ug flagelina, administrado por via nasal com intervalo de uma
semana entre cada dose. No terceiro regime vacinal, 0s animais receberam quatro doses por
via nasal e sub-cutanea nos dias 31, 38, 45 e 52 apds o desafio. Em outra etapa, 0 mesmo
regime vacinal foi seguido, no entanto, a formulacdo vacinal foi associada ao
sulfametoxazol/trimetropim (Bac-sulfitrin, Ducto, Brasil) administrado na concentragdo 15/3
mg/kg de peso por via intraperitoneal por 30 dias consecutivos. A avaliacdo da formulacédo
vacinal foi realizada ap6s 90 dias de infeccdo. Grupos controles foram imunizados com PBS
estéril, 5 pg de flagelina e 20 pug de P10 apenas. Um grupo foi imunizado com 4 doses do
peptideo P10 emulsificado em Adjuvante Completo Freund (1° dose), administrado no coxim
plantar e mais 3 doses subsequentes com adjuvante incompleto de Freund (IFA) na

proporcao 1:1 (vol/vol) por via parenteral.
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3.15 Determinacdo do numero de unidades formadoras de colénias (UFC)

Os animais foram sacrificados ap6s 90 dias de infeccdo e a carga fangica foi avaliada por
meio da recuperagdo de fungos viaveis. Amostras de pulmé&o, bago e figado foram removidas,
pesadas e homogeneizadas manualmente em 1 mL de PBS estéril. As amostras foram
plaqueadas (100 ul) em meio BHI suplementado com 4% (vol/vol) de soro fetal bovino
(Gibco), 5% de filtrado de cultura do isolado 192 de P. brasiliensis e 1% de estreptomicina e
penicilina (Sigma). As placas de petri foram incubadas a 37 °C por aproximadamente 10 dias,
em seguida as colbnias foram contadas e os resultados expressos em UFC por grama de

tecido.

3.16 Elisa para quantificagdo de citocinas: IL-4, IL-10, IL-12 e IFN-y

Noventa dias apds a infeccdo dos animais, parte do pulmdo foi macerado em solucgédo
contendo inibidor de proteases (Sigma). As dosagens de citocinas foram feitas,
quantitativamente, por meio ELISA de captura utilizando o kit BD OptEIA (BD Pharmingen,
San Diego, CA) de acordo com as instrucdes do fabricante.

3.17 Histopatologia

Amostras de pulméo foram fixadas em 10% de formalina (Merck, Alemanha). Essas
amostras foram encaminhadas para o laboratério de Histologia do departamento de
imunologia do instituto de ciéncias biomédicas da Universidade de So Paulo para inclusdo
em parafina, preparacdo da lamina e coloracdo pelo método H/E para posteriormente serem

analisadas microscopicamente (Optiphot-2 Nikon, Tokyo, Japan).
3.18 Analise estatistica
Os resultados foram analisados utilizando-se o software GraphPad Prism 5.0

(GraphPad Inc., San Diego, CA) e a analise de variancia (ANOVA) foi realizada seguida do

pos teste de Tukey.O resultado foi considerado significativo quando o p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Purificacdo de flagelina FIiCd de S. enterica

Como primeira etapa do trabalho proposto, foi feita a purificacdo de flagelina da
linhagem de S. enterica sorovar Dublin. A linhagem foi modificada para ndo expressar o
antigeno flagelar nativo e transformada com um plasmideo (pLS408) que codifica a flagelina
FIiCd de S. Muenchen (SL5930). Apds o tratamento para remocdo dos flagelos, a proteina
purificada passou por um tratamento a 65 °C por 30 minutos para dissociagdo dos mondmeros
de flagelina. Em seguida essa amostra foi corrida em gel de poliacrilamida para analise de sua
pureza e submetida ao ensaio de imuno blot com anticorpos anti-flagelina (FIiCd) como

observado na figura 1.

A B
A 1 2 1 2
-
KD —> e — FiCd — i, -
- -

Figura 1 - Extracdo de flagelina FliCd nativa de S. Muenchen. Essa linhagem foi semeada em 50mL de
meio LB com 100ug de ampicilina e incubada a 37°C com agitacdo de 200 rpm. No dia seguinte as
células bacterianas foram tratadas para remog¢do dos flagelos e ao sobrenadante foi adicionado
acetona para precipitacdo da flagelina. A andlise de pureza da amostra foi determinada em gel de
poliacrilamida (12,5%) e corada com azul de comassie (A) e submetida ao ensaio de imuno blot (B).
Amostras: 1, extrato total; 2, flagelina purificada; M, marcador de peso molecular (invitrogen).

Ap0s o processo de purificacdo a flagelina FliCd utilizada nos experimentos, seguiu-se
0 processo de remocdo de LPS. Esses componentes celulares sdo os principais contaminantes
encontrados em amostras extraidas de bactérias gram-negativas impedindo a avaliacdo da real
atividade biol6gica de compostos imunomoduladores. Além disso, baixas quantidades de
endotoxina presentes nas preparacoes proteicas podem causar efeitos colaterais ao hospedeiro,

como choque endotoxico, dano tecidual e até mesmo morte. Por tais motivos a remogéo do
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LPS é fundamental na preparacdo de imunobioldgicos. Assim o tratamento para remocao de
endotoxina foi realizado e a quantidade de LPS presente nestas amostras foi medida por meio
do teste LAL. Os niveis encontrados nestas preparagdes foi de 1,12 EU por 1 ug de proteina,

estando dentro da faixa compativel para uso clinico.

4.2 Atividade biologica da flagelina FliCd purificada

Com o objetivo de verificar se a proteina purificada é funcional avaliamos a atividade
bioldgica da flagelina (FIiCd) tanto in vitro, por meio da producédo de interleucina 8 (IL-8)
por células HEK293 transfectadas para expressar o receptor TLR5, como in vivo, por meio
da medicdo de interleucina 6 (IL-6) no soro de animais tratados parenteralmente com a
preparacdo. A figura 2 mostra a producdo de IL-8 mediada pela ligacdo da flagelina FliCd
nativa ao receptor TLR5 expresso pelas células HEK293. Os resultados mostram uma
ativacdo linear na producédo de IL-8 com quantidades de flagelina que variaram de 0,1 nga 1
hg. Os resultados apresentados mostram que a flagelina é capaz de ligar ao receptor TLR5 e
ativar o regulador transcricional NF-kB. Como controle, células HEK293 néo transfectadas

com TLR5 apresentaram concentracbes menores de IL-8 quando testadas nas mesmas

condigdes.
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Figura 2 - Atividade bioldgica in vitro da flagelina FliCd. Producéo de IL-8 em células HEK293 tansfectadas
para expressar 0 TLR5 (circulos) ou ndo transfectadas com TLR5 (quadrados) estimuladas com
diferentes concentracdes de FIiCd por 5 h. A guantificacdo de IL- 8 foi determinada no sobrenadante
de cultura por ELISA.
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O ensaio de IL-6 foi realizado com o objetivo de confirmar o efeito imunomodulador
de FIiCd in vivo por meio de sua ligagdo ao receptor TLR5 presente em diferentes células do
sistema imunoldgicos, assim como em outros tecidos celulares, e com a consequente ativacao
da cascata de sinalizacdo que leva a ativacdo do regulador transcricional NF-kB. Os
resultados apresentados na figura 3 mostram que a flagelina foi capaz de estimular a producéo
de IL-6 in vivo quando comparado com 0s animais que receberam apenas PBS demonstrando
assim seu potencial em ativar células do sistema imune inato. Os resultados indicam que o
pico méaximo de producédo de IL6 foi detectado 2 h apds a administracdo pela via i.p. de 5 ug
de FliCd em camundongos BALB/c.
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Figura 3 - A flagelina FliCd recombinante é capaz de ativar a producdo de IL-6 in vivo. Producdo de IL-6
(pg/mL) em diferentes tempos (0,5 h; 2 h; 6 h e 12 h) apés a inoculacdo de 5 ug de flagelina pela via
i.p. em camundongos BALB/c (quadrados). Os animais controles receberam apenas PBS e foram
sangrados nos mesmo periodo (losangulos).

4.3 Avaliacéo das propriedades terapéuticas da formulacéo vacinal baseada no peptideo

P10 e na flagelina FIiCd frente ao desafio com P. brasiliensis.

Resultados anteriores demonstraram que a combinagdo do peptideo P10 derivado da
glicoproteina de 43 kDa (gp43) de P. brasiliensis e a FIiCd de S. Muenchen foi capaz de
conferir protegdo profilatica completa ao desafio com a linhagem Pb18 de P. brasiliensis
(BRAGA et al.,, 2009). Em uma primeira avaliacdo das propriedades terapéuticas da

formulacdo vacinal, imunizamos camundongos BALB/c machos com diferentes
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concentragOes do peptideo P10 (20, 10, 5 e 2,5 pug) em conjunto com 5 ug de FliCd, seguindo

0 regime vacinal descrito na figura 4.

TTTT T

/I\ /I\ /I\ /I\ /I\ Dias

0 30 45 60 90

Figura 4 - Regime vacinal empregado para avaliar o efeito terapéutico da formula¢do vacinal P10 e
flagelina. O desafio foi feito com 3x10° leveduras da linhagem Pb18 de P. brasiliensis por via i.t. e
apos 30 dias de infeccdo os animais receberam 3 doses da vacina por via i.n. com intervalo de 15
dias. Trinta dias apds a Gltima dose os animais foram sacrificados e o nimero de UFC, dosagem de
citocinas e andlises histoldgicas foram determinados nos pulmdes dos animais infectados.

Os resultados obtidos a partir da determinacdo das UFCs demonstraram que houve
uma leve reducdo da carga fungica nos animais vacinados com as formulagdes contendo 2,5
ou 20 pg de P10 com 5 ug de flagelina, quando comparados com 0s animais somente
desafiados. Apesar dessa reducdo, nenhuma das formulagdes utilizadas foi capaz de prevenir a

disseminacéo do fungo para outros érgdos, como mostra a figura 5.
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Figura 5 - Efeito terapéutico sobre a infec¢cdo com a linhagem Pb18 em camundongos BALB/c imunizados
com formulagdes vacinais constituidas por diferentes concentragdes do peptideo P10 e FliCd.
Contagem de unidades formadoras de col6nia (UFC) em diferentes 6rgdos de animais infectados e
submetidos ao regime vacinal terapéutico com diferentes formulages vacinais contendo P10 e
FliCd. Deteccdo da carga fangica recuperada no pulmédo (A), baco (B) e figado (C) de animais
infectados pela via i.t. com 3x10° leveduras da linhagem Pb18. Trinta dias apés a infeccdo os
animais receberam 3 doses das vacina contendo diferentes concentracfes do peptideo P10 (20, 10, 5
e 2,5 ug) coadministrados com FliCd por via i.n com intervalo de 15 dias. Grupos controles foram
imunizados com PBS estéril (animal somente desafiado), 5 ug de flagelina e 20 pg de P10 apenas.
Um controle positivo foi feito com animais imunizados com 3 doses de P10 emulsificado em CFA
(2° dose), administrada no coxim plantar, e mais 2 doses subsequentes com IFA, na propor¢édo 1:1
(vol/vol), por via subcutnea. Todos os animais foram sacrificados depois de noventa dias de
infeccdo. N&o houve diferenca significativa quando o grupo desafiado foi comparado com os grupos
imunizados. Andlise por One-way ANOVA seguida de pos-teste de Tukey.
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Figura 5 - (continuacao)

A dosagem de citocinas em células pulmonares dos animais submetidos aos
tratamentos vacinais foi feita para verificar o tipo de resposta (T auxiliar ou T “helper”)
induzida nos animais submetidos a imunizacdo com P10 e FliCd. Para isso realizou-se a
quantificacdo de citocinas associadas com a protecdo da doenca (IFN-y IL-12) e citocinas
associadas com a exacerbacao doenca (IL-4 e IL-10). Os resultados indicaram a presenca de
citocinas pré-inflamatorias (IFN-y IL-12) em niveis semelhantes aos detectados nos animais
somente desafiados e ndo tratados, embora em alguns grupos imunizados com diferentes
concentragfes do peptideo houve um aumento parcial na producdo dessas citocinas, um
indicativo do padrdo Thl de resposta imune. Com relacdo as citocinas anti-inflamatérias (IL-
4, 1L-10), associadas ao padrdo Th2 de resposta imune, foram observados niveis elevados nos
animais que receberam a formulacdo vacinal com as diferentes concentracfes do peptideo
(figura 6). O calculo das razGes entre citocinas pro e anti-inflamatérias (IL-12/1L-4, IL12/IL-
10 ou IFN-y/IL-4 IFN-y/IL-10) também ndo revelou diferencas significativas entre 0s grupos
submetidos ao tratamento com a vacina e 0s grupos controle (figura 7). Esses resultados
indicam que a formulagéo vacinal testada ndo foi capaz de modular o sistema imune para o
desenvolvimento de uma resposta do tipo Thl, como foi observado nos animais que
receberam P10+CFA.
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Figura 6 - Producdo de citocinas em animais submetidos ao tratamento vacinal terapéutico contra a
infeccdo por P. brasiliensis. Respostas obtidas com sobrenadante de cultivo de células de pulmédo
de animais submetidos ao tratamento vacinal com trés doses do peptideo P10 em diferentes
concentragdes (20, 10, 5 e 2,5 pg) coadministrado por via i.n. com 5ug de FliCd. O padréo da
expressdo das citocinas IFN-y IL-12, IL-4 e IL-10 no tecido pulmonar foram determinados noventa
dias ap6s a infecgdo por via intratraqueal com 3x10° leveduras da linhagem Pb18 de P. brasiliensis.
* Significancia p < 0,05 quando comparado com o grupo infectado e ndo tratado (desafiado).
Anélise por One-way ANOVA seguida de pos-teste de Tukey.
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Figura 7 - Produgdo de citocinas em animais submetidos ao tratamento vacinal terapéutico contra a
infeccdo por P. brasiliensis. Razdo entre citocinas prd e anti-inflamatérias detectadas em
sobrenadante de cultura de células de pulmédo de animais infectados e submetidos ao regime vacinal
usando diferentes concentragdes do peptideo P10 coadministrado a 5ug de FliCd.

Para aferirmos o potencial terapéutico da formulacao vacinal baseada em trés doses do
peptideo P10 e FliCd administrado pela via i.n. foram feitas analises histoldgicas de tecido
pulmonar dos animais submetidos aos diferentes tratamentos. Observa-se na figura 8 painel A
pulmdes de um animal ndo infectado onde se observa o parénquima pulmonar preservado.
Os pulmdes dos animais ndo tratados, assim como 0s pulmdes de animais infectados e que
receberam somente flagelina, apresentaram parénquima pulmonar comprometido e com
granulomas contendo muitas células fungicas em seu interior (painel B e C respectivamente).
Os animais tratados com P10+CFA apresentaram uma estrutura alveolar mais preservada e
granulomas bem delimitados com poucas células flangicas (painel D). Os pulmdes dos
animais tratados com 20 pg ou 2,5 pg de P10 associado a flagelina apresentaram um
parénquima menos afetado em relacdo aos animais somente infectados e ndo tratados, com
granulomas bem delimitados embora com presenca de células fangicas (painel E e F,
respectivamente). Nos animais que receberam 10 pg ou 5 pg de P10 associado a flagelina
observa-se um parénquima pulmonar semelhante ao parénquima dos animais somente

infectados (painel G e H respectivamente).
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Figura 8 - Histopatologia representativa de lesdes no tecido pulmonar de animais submetidos aos
tratamentos vacinais terapéuticos contra a infeccdo por P. brasiliensis. Os animais foram
infectados por via i.t com 3x10° leveduras de Ph18 e ap6s trinta dias submetidos ao tratamento
com diferentes concentragdes de P10 (20,10,5 e 2,5 pg) e 5 pg de FliCd. O sacrificio dos animais
ocorreu ap6s noventa dias de infecgdo. Painéis: A. Animais ndo infectados. B. Animais somente
desafiados e imunizados com PBS. C. Animais infectados e tratados somente com FliCd. D.
Animais infectados e tratados com P10 emulsificado em CFA. Animais infectados e tratados com
a formulagdo vacinal: E. 20 pug do peptideo P10 e 5ug de FliCd . F. 2,5 ug do peptideo P10 e 5ug
de FliCd. G. 10 pg do peptideo P10 e 5 ug de FIiCd e H. 5 pg do peptideo P10 e 5ug de FliCd.
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4.4 Definigdo do intervalo e nimero de doses empregados na imunizagdo com o peptideo
P10 e FliCd

Na tentativa de se obter uma resposta imune mais eficiente, testamos um esquema de
imunizacdo com trés, quatro e cinco doses da formulacdo vacinal baseada no peptideo P10
(2,5 pg) e FliCd (5 pg) administrada por via i.n em intervalos de uma semana. Apos trinta
dias da ultima dose os animais foram sacrificados e as contagens das UFC foram realizadas no
baco, figado e pulmdo dos animais para determinarmos a eficacia do tratamento. Os
resultados mostram que os animais imunizados com trés e quatro doses da formulagéo vacinal
apresentaram uma reducdo parcial da carga fangica no pulmdo, de quatro e trés vezes,
respectivamente, em relacdo aos animais somente desafiados e ndo tratados. O contréario foi
observado nos animais que receberam cinco doses da vacina, tanto 0os animais somente
infectados quanto os animais que receberam a vacina apresentaram niveis semelhantes de
UFCs.
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Figura 9 - Efeito do nimero de doses da formula¢do vacinal baseada no peptideo P10 e FIiCd sobre a
infeccdo com a linhagem Pb18 de P. brasiliensis . Contagem de UFCs no pulméo de animais
infectados e submetidos ao tratamento vacinal terapéutico com diferentes nimeros de doses
administradas em intervalos de uma semana. Detec¢do da carga fungica recuperada de pulmdes de
animais que receberam trés (A), quatro doses (B) e cinco doses (C) da formulacio vacinal. Os
animais foram infectados por via i.t. com 3x10° leveduras da linhagem Pb18 e apds 30 dias de
infecgdo os animais receberam 3,4 e 5 doses do peptideo P10 (2,5 ug) coadministrado com FliCd (5
pg). Grupos controles foram imunizados com PBS estéril (animal somente desafiado), 5 g de FliCd
e 2,5 pg de P10 apenas. Todos os grupos de animais foram sacrificados noventa dias ap0s a
infeccdo. N&o houve diferenca significativa quando o grupo desafiado somente foi comparado com
0s grupos imunizados. Analise por One-way ANOVA seguida de pos-teste de Tukey.
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Figura 9 - (continuacédo)

Os niveis de citocinas pro e anti-inflamatorias foram medidos em células pulmonares
dos animais submetidos ao tratamento vacinal com diferentes ndmeros de doses. Os
resultados demonstram que nos animais que receberam trés doses tanto as citocinas
relacionadas com o padrédo protetor da doenga (IFN-y 1L-12) como as citocinas relacionadas

com a ndo protecdo (IL-4, IL-10) apresentaram niveis inferiores ao observado nos animais
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desafiados e ndo tratados (figura 10 A). Os animais que receberam quatro doses da

formulagdo vacinal produziram niveis elevados de IFN-y e apresentaram uma reducdo nos

niveis de citocinas anti-inflamatdrias. Porém esse quadro ndo foi suficiente para eliminar a

carga fangica no pulmao ja que os niveis de UFCs nos animais que receberam quatro doses

foram similares aos animais que receberam trés doses da formulacdo vacinal (figura 10 B).

Em relagdo aos animais que receberam cinco doses (figura 10 C), os niveis de citocinas foram

similares aos grupos imunizados com 3 e 4 doses com excec¢do de IL4 que mostrou-se mais

elevado nesse grupo.
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Figura 10 - Produgdo de citocinas em tecido pulmonar de animais submetidos ao tratamento vacinal

terapéutico contendo diferentes nimeros de doses. Respostas obtidas com sobrenadante de
cultivo de células de pulméo de animais submetidos ao tratamento vacinal com trés (A) quatro
doses (B) e cinco doses (C) do peptideo P10 coadministrado por via i.n. com 5ug de FliCd. O
padrdo da expressdo das citocinas IFN-y 1L-12, IL-4 e IL-10 no tecido pulmonar foram
determinados noventa dias apos a infec¢do com a linhagem Pb18. * Significancia p < 0,05 quando
comparado com o grupo infectado e ndo tratado (desafiado). Analise por One-way ANOVA
seguida de pos-teste de Tukey.
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4.5 Definicdo de um regime vacinal e avaliacdo das propriedades terapéuticas anti-Pb

apos administracao por diferentes vias

Avaliamos o potencial terapéutico da formulagcdo vacinal P10 (20 pg) e FliCd (5 pg)
quando administrada pela via s.c. em relagdo a administracéo pela via i.n. e empregando um
esquema com quatro doses da vacina (figura 11). Os resultados apresentados demonstram
que os animais que receberam a formulagdo vacinal pela via i.n. apresentaram uma
diminui¢do parcial da carga fingica quando comparados com os animais desafiados e nao
tratados (figura 12 A). Em relagdo aos animais que foram imunizados pela via s.c. (figura 12
B), néo foi observada qualquer protecdo em relagdo aos animais somente infectados e ndo
tratados indicando que a via subcutanea ndo foi eficiente na montagem de uma resposta

protetora capaz de controlar o crescimento fungico no pulméo.

Desafio i.t 4 doses

Figura 11 - Regime vacinal empregado para avaliar o efeito terapéutico da formula¢do P10 e FliCd
flagelina administrada pelas vias s.c. ou i.n.. O desafio foi feito com 3x10° leveduras da
linhagem Pb18 de P. brasiliensis pela via i.t. e apés 30 dias de infeccdo os animais receberam 4
doses da vacina por via i.n ou s.c. com intervalo de uma semana. Trinta dias apds a Ultima dose 0s
animais foram sacrificados e o nimero de UFCs, dosagem de citocinas e andlises histoldgicas
realizadas com os pulmdes dos animais infectados.
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Figura 12 - Efeito da via de administracio da vacina baseada no peptideo P10 e flagelina FIiCd sobre a
infeccdo com P.brasiliensis. Valores obtidos para contagem de UFCs no pulméo de animais
infectados e submetidos ao tratamento vacinal pelas vias i.n. (A) ou s.c. (B) . Deteccdo da carga
fangica recuperada no pulméo de animais infectados por via i.t. com 3x10° leveduras da linhagem
Pb18 de P. brasiliensis . Trinta dias apds a infecgdo os animais receberam 4 doses da formulagédo
vacinal P10+FIiCd com intervalo de uma semana. Grupos controles foram tratados com PBS
estéril (desafiado). Um grupo controle foi imunizado com 4 doses do peptideo P10 (20 pg)
emulsificado em CFA (1° dose), administrado por via coxim plantar, e mais 3 doses subsequentes
com IFA na propor¢do 1:1 (vol/vol) por via subcutdnea. Todos os grupos de animais foram
sacrificados depois de noventa dias de infec¢do. Nao houve diferenga significativa quando o grupo
desafiado somente foi comparado com o0s grupos imunizados. Andlise por One-way ANOVA
seguida de pos-teste de Tukey.

Os niveis de citocinas pré e anti-inflamatérias também foram medidos em células
pulmonares dos animais imunizados pelas vias i.n. ou s.c. (figura 13 A e B respectivamente)
com quatro doses da vacina. Em relacdo as citocinas IL-4 e 1L-10, o grupo de animais
imunizados pela via i.n. apresentou niveis menores em relacéo aos animais nao tratados. Nos
animais que receberam a vacina por via s.c.observa-se um aumento na secrecdo de IL-4
quando comparados com os animais que receberam a formulagdo por via i.n. , porém o
mesmo nao foi observado em relagdo a citocina 1L-10. Como observado no regime vacinal
anterior, a producéo de citocinas pro e anti-inflamatorias ndo demonstra um padréo polarizado

de resposta imune capaz de controlar a infeccéo.
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Produgdo de citocinas em animais submetidos ao tratamento vacinal de quatro doses
administrado pelas vias i.n. ou s.c.. Respostas obtidas com sobrenadante de cultivo de células

de pulmédo de animais submetidos ao tratamento vacinal baseado em quatro doses do peptideo
P10 (20 pg) co-administrado por via i.n.(A) ou s.c. (B) com 5ug de FliCd. O padrdo da
expressdo das citocinas IFN-y IL-12, IL-4 e IL-10 no tecido pulmonar foram determinados
noventa dias ap0s a infeccdo pela via i.t. com Pb18. * Significancia p < 0,05 quando comparado
com o grupo infectado e ndo tratado (desafiado). Analise por One-way ANOVA seguida de pds-

teste de Tukey.
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As anélises histoldgicas de tecido pulmonar foram feitas também em amostras de
pulmé&o de animais tratados com quatro doses da formulagéo vacinal administrada por via i.n.
ou s.c. Os animais que foram somente infectados e ndo tratados apresentaram granulomas
desorganizados contendo muitas células fungicas em seu interior (painel A). Em relacdo aos
animais que foram tratados com a formulacgdo vacinal contendo 20 pg de P10 e 5 pg de FliCd
administrada tanto pela via i.n (painel B) como pela via s. ¢ (painel C) apresentaram um
comprometimento pulmonar, apesar disso, 0s granulomas estavam mais organizados embora

contendo muitas células fangicas e inflamacao.

Figura 14 - Histopatologia representativa de lesbes no tecido pulmonar de animais submetidos ao
tratamento vacinal de quatro doses administradas pelas vias i.n. ou s.c. ap6s infec¢do por
P. brasiliensis. Os animais foram infectados com 3x10° leveduras de Pb18 e ap6s trinta dias
submetidos ao tratamento com 20 g de P10 e 5 pg de FliCd . O sacrificio dos animais ocorreu
apos noventa dias de infecgdo. Painéis: A. Animal somente desafiado e imunizado com PBS. B.
Animal infectado e imunizado pela via i.n.. C. Animal infectado e imunizado pela via s.c.. D.
Animal infectado e tratado com P10 emulsificado em CFA.
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4.6 Associacdo do tratamento vacinal baseado no peptideo P10 e FIiCd com a

quimioterapia especifica paraa PCM

Como ultima etapa do trabalho realizado, avaliamos o possivel efeito sinérgico entre a
imunizacdo com o peptideo P10 combinado com FliCd e a quimioterapia especifica para a
PCM. Para avaliarmos o efeito da formulacdo vacinal combinada ao tratamento com
quimioterapico frente a infecgdo por P. brasiliensis escolhemos o regime vacinal baseado em
quatro doses da formulacéo vacinal do peptideo P10 (20 pg) e FliCd (5 pg) administrados
com intervalo de uma semana. A escolha deste regime foi determinado pelos testes realizados
com 3,4 e 5 nimeros de doses da vacina associado aos dados encontrados na literatura que
utilizam essa estratégia vacinal em abordagens terapéuticas. Assim 0s animais infectados
com a linhagem Pb18 receberam, trinta dias apds a infeccdo, pela via i.n. ou s.c.. a
formulacdo vacinal P10 e FliCd. Durante os trinta dias de tratamento com a vacina os animais
receberam por via i.p. 0 tratamento didrio baseado em sulfametoxazol/trimetropim (0,45
mg/animal).  Os resultados obtidos mostraram que animais imunizados pela via i.n. , seja
em combinacdo ou ndo com a quimioterapia, apresentaram reducdo na carga fangica no
pulméo quando comparados com os animais desafiados e nédo tratados. No entanto, ndo foi
observado um efeito protetor sinérgico ou aditivo quando associou-se 0 tratamento
quimioterapico com a formulacdo vacinal. De fato, o grupo de animais submetido ao
tratamento combinado apresentou um ndmero maior de leveduras no pulmdo do que os
animais somente imunizados com a formulacdo. Além disso, os animais que receberam
apenas P10 e FliCd ndo apresentaram disseminacdo do fungo para o baco e figado, ao

contrario dos animais que receberam a vacina em associacao ao antifungico (figura 15).



62

A Pulmao
1000001

UFC/grama de tecido

L

Via intranasal

B Baco
10000+

1000

100+

10

UFC/grama de tecido

Via intranasal

Figura 15 - Efeito da combinacdo do tratamento vacinal administrado por via i.n com o tratamento
guimioterapico na infec¢do experimental com Pb . Contagem de UFCs em diferentes 6rgdos de
animais infectados e submetidos ao tratamento vacinal combinado ao tratamento quimioterapico.
Detecc¢do da carga fungica recuperada no pulméo (A), baco (B) e figado (C) de animais infectados
por via i.t. com 3x10° leveduras da linhagem Pb18 e imunizados com quatro doses da formulagéo
vacinal P10+FIliCd associado ou ndo a Sulfametoxazol/trimetropim pela via i.n. Grupos controles
foram imunizados com PBS estéril (desafiado), 5 pg de flagelina, 20 pug de P10 e
Sulfametoxazol/trimetropim apenas. Todos 0s grupos de animais foram sacrificados depois de
noventa dias de infeccdo. Ndo houve diferenca significativa quando o grupo desafiado somente foi
comparado com os grupos imunizados. Analise por One-way ANOVA seguida de pds-teste de

Tukey.
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Figura 15 - (continuag&o)

Os animais que receberam a formulagéo vacinal pela via s.c. apresentaram quantidades
similares de leveduras no pulmao quando comparados com 0s animais somente infectados. J&
0s animais que foram imunizados e tratados com sulfametoxazol/trimetropim mostraram uma
reducdo parcial no numero de UFCs (figura 16). Os dois grupos ndo controlaram a
disseminacdo do fungo para o baco e figado. Os resultados encontrados sugerem que a
flagelina utilizada como adjuvante pela via s.c. ndo foi capaz de modular o sistema
imunoldgico dos animais infectados com Pb18 e montar uma resposta capaz de controlar o

crescimento fangico no pulmao.
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Efeito da combinacdo do tratamento vacinal administrado por via s.c com o tratamento
guimioterapico na infeccao experimental com Pb . Contagem de UFCs em diferentes 6rgdos de
animais infectados e submetidos ao tratamento vacinal combinado ao tratamento quimioterapico.
Detecc¢do da carga fungica recuperada no pulmao (A), baco (B) e figado (C) de animais infectados
por via i.t. com 3x10° leveduras da linhagem Pb18 e imunizados com quatro doses da formulacéo
vacinal P10+FliCd associado ou ndo a Sulfametoxazol/trimetropim pela via s.c. . Grupos
controles foram tratados com PBS estéril (desafiado), 5 pg de flagelina, 20 pg de P10 e
Sulfametoxazol/trimetropim . Todos os grupos de animais foram sacrificados depois de noventa
dias de infeccdo. N&o houve diferenca significativa quando o grupo desafiado somente foi
comparado com o0s grupos imunizados. Analise por One-way ANOVA seguida de pds-teste de
Tukey.
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Figura 16 - (continuag&o)

Os animais submetidos ao regime vacinal combinado ao tratamento com
quimioterapicos apresentaram niveis de citocinas pré-inflamatdrias, IFN-y e 1L-12, menores
do que aqueles encontrados nos animais desafiados e ndo tratados, independente da via de
administracdo. Em relacdo as citocinas anti-inflamatérias, os animais que receberam a
formulacdo vacinal, tanto pela via nasal como pela via s.c., apresentaram aumento nos niveis
de IL-4. No entanto, esse aumento ndo foi observado nos animais que receberam FliCd e P10
separadamente. Niveis similares de IL-10 foram produzidos pelos animais que receberam a
formulacdo vacinal pela via i.n. combinada ou ndo ao sulfametoxazol/trimetropim . Nos
animais imunizados pela via s.c. observa-se uma reducdo de IL-10 em relagdo aos animais

ndo tratados (figura 17).
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Figura 17 - Producdo de citocinas em animais submetidos ao tratamento vacinal terapéutico em
associacdo com a quimioterapia especifica para Pb. Dosagem de citocinas no sobrenadante de
pulméo de animais infectados e tratados com quatro doses da formulacdo vacinal P10+FliCd,
administrada pela via i.n. (A) ou pela via s.c. (B), associada ao tratamento com
sulfametoxazol/trimetropim Os padrdes da expressdo das citocinas IFN-y 1L-12, IL-4 e IL-10 no
tecido pulmonar foram determinados noventa dias ap0s a infecgdo pela via i.t. com a linhagem
Pb18. * Significancia p < 0,05 quando comparado com o grupo infectado e ndo tratado

(desafiado). Analise por One-way ANOVA seguida de pés-teste de Tukey.
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Figura 17 - (continuagéo)

Por fim, foram feitas analises histoldgicas de amostras de pulméo dos animais que

receberam o tratamento vacinal combinado a quimioterapia. O painel B (figura 18) mostra

gue animais infectados e ndo tratados apresentaram lesdes granulomatosas com grande

comprometimento do tecido pulmonar. A analise histopatoldgica dos animais que receberam

apenas o tratamento quimioterapico mostrou tecidos com estrutura pulmonar mais conservada

e granulomas delimitados, mas com grande nimero de células fungicas (figura 18, painel J).

Os pulmdes dos animais que receberam a formulacdo vacinacdo, tanto pela via i.n. como pela
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via s.c., apresentaram um parénquima pulmonar semelhante aos animais que receberam
somente o tratamento com sulfametoxazol/trimetropim, ou seja, os granulomas observados
estavam mais organizados embora com muitas células fungicas, além disso, uma intensa
infiltracdo celular foi notada (figura 18, painéis E e G, respectivamente). Animais que
receberam P10 e FliCd  associado ao sulfametoxazol/trimetropim, apresentaram uma
estrutura alveolar com as mesmas caracteristicas encontradas nos pulmdes dos animais que
receberam somente o tratamento vacinal, independente da via utilizada (figura 18, paineis F.
via i.n e H. via s.c). Os resultados observados nos cortes histologicos dos pulmdes dos

animais infectados corroboram os resultados de producdo de citocinas.

Figura 18 - Histopatologia representativa de lesdes no tecido pulmonar de animais submetidos ao
tratamento vacinal combinado & quimioterapia. Os animais foram infectados com 3x10°
leveduras da linhagem Pb18 e apds trinta dias submetidos ao tratamento vacinal pela via i.n ou
s.c. com 20 pg de P10 e 5 pg de flagelina FliCd associado ou ndo a
sulfametoxazol/trimetropim. O sacrificio dos animais ocorreu apds noventa dias de infecgéo.
Painéis: A. Animal ndo infectado. B. Animal somente infectado. C. Animal imunizado com
P10 (i.n.). D. Animal imunizado com FliCd.(i.n.) E. Animal imunizado com P10+FIliCd por via
i.n. F. Animal imunizado com a formulacdo P10+FIiCd (i.n.) associada a
sulfametoxazol/trimetropim. G. Animal imunizado com P10+FIiCd por via s.c. H. Animal
imunizado com a formulagcdo P10+FliCd (s.c.) associada a sulfametoxazol/trimetropim |I.
Animal imunizado com FIliCd associada a sulfametoxazol/trimetropim. J. Animal tratado

somente com sulfametoxazol/trimetropim.
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5 DISCUSSAO

A PCM representa uma das mais sérias e danosas infecgdes fungicas, de carater
sistémico presente de forma endémica em grande parte do territério brasileiro. Embora
existam alternativas quimioterapicas para o tratamento da infeccdo, fatores como custo
elevado, longo tempo de tratamento e efeitos adversos acabam por comprometer a eficacia do
tratamento gerando recidivas frequentes e formas resistentes aos tratamentos disponiveis. No
presente trabalho avaliamos a eficiéncia de uma nova alternativa terapéutica para o controle
da PCM experimental. Nessa abordagem, exploramos as caracteristicas unicas do peptideo
P10, importante alvo vacinal quando combinado a diferentes adjuvantes, e uma flagelina de
Salmonella, potente ativador do sistema imune inato com acdo profilatica frente a PCM
experimental, como demonstrado em trabalho anterior feito pelo nosso grupo. Os resultados
demonstraram que os efeitos terapéuticos do peptideo P10 combinado a flagelina FliCd,
administrados por via nasal ou sub-cutanea, embora mensuraveis ndo atingiram valores téo
expressivos como aqueles observados em condicdes profilaticas. De forma semelhante, a
combinacdo da imunoterapia com quimioterapicos (sufametaxazol/trimetoprim) empregados
no tratamento da PCM ndo foi capaz de revelar um efeito sinérgico substancial frente ao
crescimento do patdégeno. Embora tais resultados demonstrem uma eficacia terapéutica
reduzida da imunoterapia P10 e FliCd, as dificuldades experimentais observadas, como a
reprodutividade dos ensaios de desafio e a aparente falta de atividade dos antibiéticos
testados, indicam que novas andlises devem ser feitas para que possamos confirmar o real
potencial terapéutico da estratégia vacinal em condi¢bes experimentais.

A definicdo do projeto de pesquisa que resultou na presente tese de mestrado foi
fundamentada em alguns pontos basicos. Em primeiro lugar, resultados obtidos pelo nosso
grupo, em conjunto com o grupo liderado pelo Prof. Carlos Taborda, demonstraram de forma
contundente que a flagelina (FIiCd) de Salmonella é capaz de atuar como potente
imunomodulador quando combinada ao peptideo P10 de P.brasiliensis (BRAGA et al., 2009).
Os resultados gerados em condicdes profilaticas indicaram claramente que, ao contrario do
observado ap6s a combinacéo da flagelina com proteina gp43, a administracdo por via i.n. da
formulacdo P10 e FIliCd é capaz de modular o padréo de citocinas secretadas por células do
pulm&o nos animais tratados. Observa-se uma mudanca de um padrdo de resposta do tipo Th2
para um padréo do tipo Th1 nos animais que receberam a formulacédo seja antes do desafio ou,

particularmente, apds o desafio (BRAGA et al., 2009). Esse padrdo de resposta foi atribuido
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ndo apenas a um aumento dos niveis de expressdo de IFN-y e IL-12, mas, e principalmente, a
reducdo na producdo de IL-10, uma citocina reconhecida pelos seus efeitos inibitorios sobre a
ativacdo de linfocitos T efetores, sejam eles do tipo CD8" ou CD4" (MOSMANN, 1994,
MOREIRA et al., 2010). Em tais condigdes observamos que a combinagdo P10 e FliCd foi
capaz de reduzir drasticamente a infeccdo chegando a eliminacao do patdgeno apos um maior
tempo de observacdo (dados ndo publicados).

Esses resultados demonstraram que a combinacdo P10 e FliCd representaria uma
alternativa profilatica particularmente potente frente a PCM experimental e sem paralelo na
literatura relacionada levando em consideracdo a via de administracdo utilizada. De fato, o
interesse no uso de flagelinas de Salmonella como adjuvantes para formulagcbes vacinais
profilaticas e/ou terapéuticas resultou na elaboracdo e submissdo de pedido de patente,
depositado no INPI em 25 de setembro de 2009 no qual apresentamos resultados relativos ao
seu uso profilatico e previmos a sua utilizacdo em condic6es terapéuticas (UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO, 2009). Nesse contexto, a avaliacdo das propriedades curativas da
formulacdo P10 e FliCd para o controle da PCM experimental passou a ser um
desdobramento légico e natural ao trabalho que iniciado.

Outro ponto de sustentacdo da presente tese foi a experiéncia do laboratério na area de
desenvolvimento de adjuvantes. Entre as linhas de pesquisa do Laboratério de
Desenvolvimento de Vacinas da USP estdo o desenvolvimento e a produgdo de moléculas de
origem microbiana com propriedades imunomuduladoras sobre diferentes aspectos do sistema
imunoldgico, com destaque para 0s adjuvantes vacinais. Nos Ultimos anos, foram implantadas
inimeras metodologias que viabilizaram a producdo e o uso de derivados ndo toxicos de
toxinas do grupo LT (toxinas termo-labeis produzidas por algumas linhagens de Escherichia
coli enterotoxigénica) e diversas flagelinas bacterianas. Em relacéo as flagelinas, o laborat6rio
produz atualmente diversas preparacfes derivadas de duas espécies bacterianas (Bacillus
subtilis e alguns sorovares de Salmonella enterica). Entre as flagelinas de S. enterica
destacam aquelas produzidas por S. Typhimurium (FIliCi e FljB) e por S. Muenchen (FliCd),
cuja composicdo antigénica € idéntica a flagelina de S. Typhi, o agente causador da febre
tiféide (BRENNER et al., 2000).

No laboratério foram estabelecidas condi¢cGes de purificacdo de formas nativas
(extraidas diretamente da linhagem de Salmonella) ou recombinantes (produzidas em
linhagens de E. coli a partir de vetores plasmidiais de expressdo nos quais sao clonados 0s
respectivos genes codificadores). Para o presente trabalho escolhemos a flagelina FliCd nativa

pelo fato desta ter sido empregada no primeiro estudo da propriedades antifingicas da
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formulacdo (BRAGA et al., 2009). Embora ndo existam estudos sistematicos voltados para a
comparagdo das propriedades imunomoduladoras e adjuvantes de diferentes flagelinas,
espera-se que os resultados obtidos com outras flagelinas sejam semelhantes aqueles obtidos
com a flagelina FliCd. De fato, pesquisas iniciais feitas no laboratorio indicam que, pelo
menos em relacdo ativacdo de linfdcitos, algumas flagelinas de Salmonella mostram efeitos
adjuvantes semelhantes (BRAGA et al., 2008). Tal constatacdo se baseia na conservacao de
sequéncias, localizadas nas extremidades da molécula, que estdo envolvidas diretamente com
as propriedades imunoldgicas das flagelinas bacterianas (YONEKURA; MAKI-
YONEKURA; NAMBA, 2003; RAMOS; RUMBO; SIRARD, 2004).

O terceiro e ultimo sustentaculo da presente tese foi a estreita colaboragcdo com a
equipe do laboratério de Fungos Dimorficos Patogénicos liderada pelo Prof. Carlos Taborda,
reconhecido nacional e internacionalmente pelo seu trabalno em P.brasiliensis. A
manipulacdo do fungo e a sua administracdo em camundongos exigem condigdes laboratoriais
e treinamento técnico especializado necessario a contencdo desse perigoso patdgeno. No
intuito de garantirmos a reprodutibilidade e a confiabilidade dos ensaios foi estabelecido que a
manipulacdo do patégeno, envolvendo o cultivo e sua inoculagcdo em animais, seriam feitos
sob estreita supervisdo de alunos vinculados ao laboratério de Fungos Dimorficos
Patogénicos.

Em uma etapa inicial do trabalho foi preciso definir alguns parametros importantes de
formulacdo a ser utilizada. Essa etapa foi necessaria para que, em primeiro lugar,
demonstrassemos a condicao na qual os efeitos terapéuticos diretos da formulacdo pudessem
ser observados. Em segundo lugar, a definicdo de um regime vacinal terapéutico otimizado
seria importante para avaliarmos um possivel efeito sinérgico em relacdo a quimioterapia anti-
PCM. Para isto, realizamos uma série de experimentos voltados para a determinacdo da
concentracdo 6tima de P10 a ser incorporado na formulacdo, nimero de doses da vacina a ser
administrada apdés o desafio, intervalo entre as doses, e comparacdo entre as vias de
administracgdo (i.n. e s.c.). Embora consumindo uma parcela significativa do tempo disponivel
para a realizacdo do trabalho, tais etapas experimentais foram fundamentais para definirmos
um procedimento adequado e nos alertaram sobre as principais dificuldades experimentais
inerentes a execugdo da proposta.

Tendo em vista que a reducdo da concentragdo do peptideo representaria em termos
financeiros uma grande vantagem. No primeiro regime vacinal empregado utilizamos trés
doses da vacina contendo diferentes quantidades do peptideo P10 e FIiCd. Assim como

observado em trabalhos anteriores, quando menores quantidades do peptideo P10 eram
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incorporadas em particulas de PLGA, n6s também observamos uma redugdo parcial no
namero de propagulos do fungo no pulmdo dos animais tratados com 2,5 pg de P10 e FliCd
(AMARAL et al., 2010). Embora essa reducdo ndo fosse estatisticamente significante, nos
observamos granulomas pulmonares mais delimitados. De fato, ndo podemos explicar os
possiveis mecanismos envolvidos na eliminacéo parcial da carga fngica no pulméo, uma vez
que a analise de citocinas produzidas por células de pulmdo ndo demonstraram um padrdo
polarizado de resposta imune para o tipo Thl, como é comumente observado com outras
formulacGes que utilizaram o P10 como antigeno vacinal (TABORDA et al.,, 1998;
MARQUES et al., 2006, 2008; BRAGA et al., 2009). Contudo, observacdes recentes
demonstraram o envolvimento de células Th17, produtoras da citocina IL-17, na indugdo de
polimorfonucleares (PMN) (LOURES et al., 2009). Como no presente trabalho esse
parametro ndo foi avaliado, tal observacdo sugere que a ativacdo desses PMN seriam 0s
responsaveis pelos efeitos fungicidas parcialmente encontrados nesses animais. Sendo assim,
as proximas etapas do trabalho foram feitas com menor concentracéo do peptideo P10.

Outro ponto importante observado no presente estudo foi o nimero de doses
necessarias para atingir o efeito anti-fungico. Inicialmente testamos o regime vacinal baseado
em trés doses, usualmente empregado em outras abordagens vacinais em modelo
experimental (BARGIERI et al.,, 2008; LE MOIGNE; ROBREAU; MAHANA, 2008;
BARGIERI et al., 2010). No nosso trabalho essa estratégia utilizada ndo nos permitiu
visualizar niveis de prote¢cdo mensuraveis, como observado quando a estratégia profilatica foi
utilizada. Certamente, quando P10 e FIiCd foram administrados profilaticamente, a vacina foi
capaz de primar de forma eficiente as células do sistema imune dos camundongos gerando
uma resposta inicial que envolveu APCs, particularmente células dendriticas que expressam o
receptor para flagelina (CD11c" tIr5/"), e células virgens. Apo6s a administracdo da segunda
dose, células T efetoras e células de memoria entraram em acdo, porém uma resposta de maior
amplitude foi alcancada quando os camundongos receberam a terceira dose e posteriormente
foram desafiados com a linhagem virulenta Pb18. As células de memoria dos camundongos
imunizados agiram rapidamente para conter o patdgeno P. brasiliensis (MEANS et al., 2003;
BATES et al., 2009; BRAGA et al., 2009). Como esse nivel de protecdo ndo foi observado,
quando a estratégia terapéutica foi utilizada, a resposta imune inicial desenvolvida quando
esses animais foram infectados com Pb18 influenciou na resposta obtida apos o tratamento. O
intervalo entre o numero de doses também pode ter influenciado nos resultados encontrados.
Embora, Ribeiro et al., (2009) tenham obtido sucesso com a estratégia terapéutica utilizada

com intervalos de quinze dias, a maioria dos trabalhos que envolvem imunoterapia para PCM
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empregam intervalos menores entre as doses, porém com maior nimero de doses
(TABORDA et al., 1998; MARQUES et al., 2006; BUISSA-FILHO et al., 2008; RITTNER,
2008).

Tais observacbes nos levaram a modificar o nimero e o intervalo entre as doses.
Somente o fato de reduzirmos o intervalo entre as doses para uma semana foi suficiente para
obtermos resultados mais promissores. Talvez por ser tratar de uma imunoterapia € ndo
profilaxia, uma exposicéo frequente a formulagéo vacinal mostra-se necessaria para a correta
modulacdo do sistema imune que, no quadro de infeccdo crbnica, se encontra alterado pela
exposicao ao patégeno. Por outro lado, quando cinco doses foram administradas nos animais
houve exacerbacdo da doenca. De fato, exposicBes repetidas ao mesmo antigeno podem levar
a um mecanismo de tolerancia por induzir anergia nas células efetoras, sendo possivelmente
um mecanismo de escape desenvolvido pelo P. brasiliensis. Os altos niveis detectados de IL-
4 devem estar associados com o agravamento da doenca pelo fato de ser essa a citocina
responsavel por induzir a diferenciacdo de células T virgens para linfécitos do tipo Th2. No
entanto, recentemente foi demonstrado que a IL-4 pode atuar tanto na protecdo como na
exacerbacdo da doenca dependendo do padrdo genético do hospedeiro (PINA et al., 2004;
ARRUDA et al., 2004). Embora ndo tenhamos observado um padrdo polarizado para o tipo
Th1 de resposta nos animais que receberam 3 e 4 doses, uma expressdo maior de IFN-y foi
detectada nos animais que receberam quatro doses. Desta forma, como associamos o IFN-y
com a protecdo da doenca e o0 uso frequente na literatura, optamos por usar o regime vacinal
de quatro doses nas etapas seguintes.

Dois pontos importantes merecem destaque em nossa proposta em relagdo ao uso da
via de mucosa para a administracdo da vacina. Em primeiro lugar, uso de formulagdes
vacinais por essa via reduzem eventuais riscos de contaminagdo e reduzem o trauma nos
animais por ndo necessitar de agulhas. Em segundo lugar, os resultados promissores obtidos
com o uso profilatico da vacina (BRAGA et al., 2009). No entanto, os niveis de protecdo
encontrados embora consideraveis, ndo atingiram valores tdo expressivos como aqueles
observados quando a vacina foi administrada de forma profilatica. Uma série de trabalhos que
utilizaram a via intranasal em estratégias vacinais tem sido descrito na literatura apresentando
bons resultados por se mostrarem particularmente promissores para patdgenos do trato
respiratdrio, pois levam & inducdo de uma ampla gama de respostas imunoldgicas, incluindo
producdo local de anticorpos e células de defesa responsaveis pela eliminagdo do patégeno
(CENCI et al., 2000; STRONG; REID; CLARK, 2002; ZHANG et al., 2010; MENG et al.,
2011; THUC-VY et al.,, 2011). Certamente, dificuldades experimentais encontradas nos
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ensaios realizados ndo nos permitiram visualizar um nivel adequado de protecdo que essa via
pode oferecer.

Os resultados terapéuticos pouco expressivos em ensaios baseados na administracao
da vacina pela via i.n nos levou a realizar um teste com uma via parenteral. Dados da
literatura mostram que dependendo da via utilizada é possivel obter respostas imunoldgicas
aumentadas (OKADA et al., 2001). No entanto, os resultados observados com o uso da via s.c
foram inferiores aos encontrados nos animais imunizados pela via i.n. Embora niveis elevados
de IL-12 tenham sido detectados nesses animais, observamos um aumento na carga fungica.
De fato, ndo podemos explicar tal resultado em funcdo do papel bem definido da IL-12,
particularmente sobre macréfagos, porém existem dados que apontam para o uso de IL-12 e
aumento da carga fangica devido a exacerbacdo de uma resposta inflamatéria (ARRUDA et
al., 2002; LIVONESI et al., 2008). Contudo, dificuldades experimentais relacionadas ao
ensaio de desafio com o fungo indicam que tais ensaios devam ser repetidos em condic¢oes
mais adequadas de desafio com o fungo. De fato, essa via de administragdo mostrou ser capaz
de ativar de forma significativa células apresentadoras de antigenos, como as células de
Langerhans, e consequentemente promover ativacdo de respostas imunoldgicas capazes de
conter a propagacdo da doenca ja estabelecida (MARQUES et al., 2006; COLTRI et al., 2008;
AMARAL et al., 2010).

Tais observagdes nos intrigaram pelo fato do efeito adjuvante de flagelina ja ter sido
demonstrado tanto por via de mucosa como por via parental. O potencial adjuvante de
flagelinas de Salmonella sp. ja foi demonstrado repetidas vezes seja em relacdo ao aumento de
respostas imunolégicas celulares como em relacdo a producédo de anticorpos (McSORLEY et
al., 2002; CUADROS et al., 2004; DIDIERLAURENT et al., 2004; PINO; MARTIN;
MICHALEK, 2005; HONKO et al., 2006; BARGIERI et al.,, 2008; LE MOIGNE;
ROBREAU; MAHANA, 2008). Como para PCM a inducdo de uma resposta imune celular
estd relacionada com o estado protetor da doenca, a flagelina representaria um adjuvante
promissor. Os efeitos biologicos das flagelinas se da, pelo menos em parte, por meio do
reconhecimento e ligacdo ao receptor TLR5, responsavel por ativar uma cascata de
sinalizacdo via MyD88 resultando na ativacdo de NF-kB e consequentemente produgdo de
varios mediadores inflamatorios, como TNF-a, IL-6, IL-8 entre outros (AKIRA e TAKEDA,
2004; MURTHY et al., 2004).

O fato de detectarmos niveis elevados de IL-6 e IL-8 no presente estudo, apos a
administracdo de flagelina de Salmonella, indica que a flagelina FliCd manteve suas

propriedades biologicas ap0s o processo de purificagcdo e pode ser utilizada como adjuvante



76

vacinal. No entanto, trabalhos recentes mostram que as respostas imunes desencandeadas pela
flagelina como adjuvante sdo dependentes do tipo de célula dendritica presente e do ambiente
em que esta se diferencia. De fato nossas observacbes permitiram notar diferencas nas
respostas obtidas ap6s o uso de diferentes vias de administracdo corroborando os dados
descritos por outros autores (SALAZAR-GONZALEZ et al., 2007; UEMATSU et al., 2008;
MIZEL e BATES., 2010). Além disso, foi proposto que o potente efeito adjuvante da
flagelina é resultado de uma interacédo sinérgica de trés eventos desencadeados pela molécula:
ativacdo direta de células dendriticas via TLR5, producdo de citocinas e quimiocinas por
outras células e por fim ativacdo de células do endotélio vascular (SIXT et al., 2005; BATES
et al., 2009; MIZEL e BATES., 2010). Devido a essas observagOes, acreditamos que a
flagelina utilizada no presente estudo € capaz de exercer suas propriedades
imunomoduladoras e adjuvantes, propriedades essas inerentes aos adjuvantes vacinais.

Em uma segunda parte do trabalho avaliamos o efeito da vacinagdo em combinagéo
com o tratamento quimioterapico utilizado na PCM. Com o intuito de verificar se a adicdo de
sulfametoxazol/trimetropim exerceria um efeito aditivo ou sinérgico sobre o bloqueio do
crescimento do fungo, realizamos os mesmos testes feitos anteriormente. Infelizmente essa
parte do trabalho foi a mais comprometida em funcdo de problemas experimentais. Os
resultados demonstram que a solugdo de antibidticos empregada ndo causou qualquer impacto
sobre o crescimento do fungo. Na concentracao utilizada seria esperado uma reducéo na carga
fangica nos pulmdes. Esse efeito deveria ser potencializado pelo uso concomitante da
imunoterapia P10 e FliCd. No entanto, um efeito aditivo do antifingico a formulacdo vacinal
ndo foi detectado. Trabalhos anteriores foram bem sucedidos ao usar o peptideo P10
associado a diferentes antifingicos, com resultados promissores mesmo em casos de anergia
(MARQUES et al., 2006, 2008). Sendo assim os resultados apresentados inicialmente nao
demostraram um efeito sinérgico. Embora os animais tratados por via subcutinea e
submetidos ao tratamento concomitante com sulfametoxazol/trimetropim tenham apresentado
menor numero de UFCs, essa reducdo observada ndo foi significativa. Tais observacdes nos
levam a acreditar que realmente nossos experimentos foram prejudicados pela falta de
atividade dos antimicrobianos, pois devido as propriedades do peptideo P10 em ativar
respostas imunologicas celulares do tipo Thl e os efeitos adjuvantes das flagelinas
esperavamos que a associa¢do com a quimioterapia levasse a niveis mais elevados de protecédo
terapéutica frente ao desafio com a linhagem Pb18.

Nossos resultados indicam auséncia de efeito terapéutico mais expressivo da

combinagdo P10 e FliCd em animais infectados com o P.brasiliensis. Embora dificuldades
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experimentais possam estar diretamente relacionadas aos resultados encontrados, uma
hipotese pode ser levantada para explicar a auséncia de efeito da flagelina sobre a PCM
experimental ja estabelecida. Essa hipotese esta relacionada com o envolvimento do sistema
imune inato nas infeccbes fungicas (NETEA et al., 2002; NETEA et al., 2006;
DUBOURDEAU et al., 2006). Embora a ativagdo de receptores do tipo TLR desencadeie
sinais inflamatorios capazes de controlar uma infecgdo, nem sempre essa sinalizacdo pode ser
benéfica uma vez que o receptor pode ser utilizado pelo fungo para promover uma infec¢éo
ainda mais severa (BELLOCCHIO et al., 2004; ROMANI, 2004). O papel desenvolvido pelo
TLR5 em infecgdes fangicas ainda ndo foi investigado. No entanto, levando em consideracao
os resultados apresentados no presente trabalho, é possivel sugerir que esse receptor tenha
algum tipo de envolvimento no crescimento in vivo do P. brasiliensis, como sugerem os altos
nlmeros para a carga fungica recuperada nos pulmdes dos animais imunizados somente com
FIiCd. Para sustentar essa hipotese, recentemente foi observado que a sinalizacdo mediado
pelo TLR4 est4 envolvida no processo de endocitose de P. brasiliensis induzindo a ativagéo
de uma via inflamatdria ineficiente no controle do crescimento do fungo (LOURES et al.,
2010). O envolvimento do TLR5 com células do P.brasiliensis poderia bloquear a interacao
da flagelina em células presentes no tecido infectado e, com isso, reduzir seu efeito local
voltado para a modulacdo do sistema imunoldgico adaptativo. No entanto, novos

experimentos devem ser realizados para que esses pontos possam ser esclarecidos.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O presente estudo forneceu evidéncias importantes sobre o uso da formulagéo P10 e
FIiCd no controle terapéutico da PCM experimental. Ao contrario dos resultados observados
em condicGes preventivas, nossos dados demonstram que a imunomodulacdo promovida pelo
tratamento, e consequentemente o efeito anti-fangico da formulagdo em uma condigdo de
infecgdo ja estabelecida, é distinta daquela observada em um animal ndo infectado. Tentativas
de alterar o regime vacinal, seja pela proporcdo entre os dois componentes, numero e
intervalo entre doses seja pela via de administracdo, ndo causaram impactos mais
significativos no processo de infec¢do ja instalado. Tais observagdes nos levam a concluir que
0 potencial terapéutico da combinacdo P10 e FIiCd é restrito frente as condicGes
experimentais avaliadas.

No entanto, as dificuldades experimentais enfrentadas em relacdo a manipulacdo do
fungo e a realizacdo dos ensaios de desafio ndo nos permitem descartar de forma definitiva o
uso da formulacdo como uma alternativa imunoterapica para o controle da PCM. De fato,
dados adicionais realizados em outro contexto, demonstram que o efeito terapéutico da
formulacdo existe e pode ser muito expressivo. Portanto, o presente trabalho deve ser
encarado como uma etapa importante, mas ndo definitiva, sobre a avaliacdo da eficacia do
tratamento proposto sobre a PCM experimental. Estudos adicionais a serem realizados em
condigdes experimentais mais favoraveis devem ser feitos de forma que possamos esclarecer

de forma definitiva a viabilidade terapéutica da formulacdo proposta.
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