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RESUMO

MAYORGA, O. Andlise de diferentes adjuvantes associados ao peptideo P10
usados no tratamento de camundongos BALB/c infectados com
Paracoccidioides Dbrasiliensis. 2012. 84 f. Dissertacdo (Mestrado em
Microbiologia) — Instituto de Ciéncias Biomeédicas, Universidade de Sao Paulo, S&o
Paulo, 2012.

Paracoccidioidomicose (PCM), uma micose crbnica, prevalente na America Latina,
uma doenca sistémica granulomatosa causada pelo fungo termo-dimorfico
Paracoccidioides brasiliensis. Conidios produzidos na fase de filamentosa podem
iniciar a infec¢do. Historicamente, a protecao contra paracoccidioidomicose tem sido
atribuida & vigorosa resposta imunoldgica, enquanto que anticorpos especificos tem
sido associados com a severidade da doenca. A gp43 é o principal antigeno
diagnéstico que contém o peptideo de 15 aminoacidos (QTLIAIHTLAIRYAN)
designado como P10, que desenvolve a resposta imune do tipo Thl dependente de
IFN-y, sendo o principal candidato para a efetiva imunoterapia de pacientes com
PCM, considerado como adjuvante da quimioterapia convencional. No presente
trabalho, comparamos a efetividade de diferentes adjuvantes em camundongos
BALB/c infectados intratraquealmente com o isolado virulento Pb18 (3x10°). Alimen,
Adjuvante Completo e Incompleto de Freund (CFA/IFA), FliC flagelina proveniente
de Salmonella enterica e o lipideo catibnico (dioctadecyl-dimethylammonium
bromide), foram testados em associagcédo ou ndo com P10. Apés 52 dias de infeccgéo,
foi observada uma reducado significativa do numero de unidades formadoras de
colénia (UFCs) nos pulmdes de camundongos imunizados com P10, associado com
os diferentes adjuvantes. O lipideo catidnico mostrou os melhores resultados, com o
menor numero de UFCs, reducdo de fibrose determinada pela coloracdo de
Masson’s trichrome e baixo numero de células fangicas no tecido pulmonar,
determinado pela coloragcdo de Hematoxilina/Eosina (HE), além do incremento
significativo de IFN-y e TNF-a e a reducéo dos niveis de IL-4 e IL-10. A geracédo de
células de memoaria foi significativa para 0os grupos imunizados com o peptideo nas
diferentes formulacbes com os adjuvantes, enquanto que na geracao de células
Th17, o lipideo catidnico e a flagelina incrementaram o efeito indutor do P10 na
proliferacdo de linfocitos T CD4" RORyt". Estes resultados sugerem que a interacio
do peptideo P10 com o lipideo catibnico pode gerar uma melhor resposta imune
mediada por células do tipo Thl, evitando a rapida disseminacdo da
paracoccidioidomicose experimental.

Palavras-chave: Paracoccidioides brasiliensis. Paracoccidioidomicosis. P10.
Adjuvantes. Dioctadecyl-dimethylammonium-bromide. FIliC flagelina. Alumen.
Adjuvante completo de Freund.



ABSTRACT

MAYORGA, O. Analysis of different adjuvants associated to P10 peptide for
treatment of BALB/c infected mice with Paracoccidioides brasiliensis. 2012. 84
p. Masters thesis (Microbiology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Séo Paulo, Sao Paulo, 2012.

Paracoccidioidomycosis (PCM), a chronic mycosis, prevalent in Latin America, is a
systemic granulomatous disease caused by the dimorphic fungus Paracoccidioides
brasiliensis. Conidia produced in the filamentous phase can initiate an infection.
Historically, protection against paracoccidioidomycosis has been attributed to
vigorous immune response, while specific antibodies have been associated with
disease severity. The gp43 is the major diagnostic antigen that contains the peptide
P10. This peptide has 15 amino acids (QTLIAIHTLAIRYAN) and develops a Thl-
dependent IFN-y immune response, being the main candidate for effective
immunotherapy to PCM considered an adjunct to conventional chemotherapy. In this
work, we compare the effectiveness of different adjuvants in BALB/c mice infected
intratracheally with virulent isolate Pb18 (3x10°). Alum, Complete Adjuvant and
Incomplete Freund's adjuvant (CFA/IFA), fliC flagellin from Salmonella enterica and
cationic lipid (dioctadecyl-dimethylammonium bromide) were tested in combination or
not with P10. After 52 days of infection was observed a significant reduction in the
number of colony forming units (CFU) in lungs of mice immunized with P10,
associated with different adjuvants. The cationic lipid showed the best results with
the least number of CFUs, reduction of fibrosis, determined by staining Masson's
Trichrome, low number of fungal cells in lung tissue, determined by staining of
hematoxylin / eosin (HE), and the significant increase of IFN-y and TNF-a and
reducing levels of IL-4 and IL-10.The generation of memory cells was significant for
the groups immunized with the peptide in different adjuvants formulations, whereas
the generation of Thl7 cells, the lipid cationic and flagellin increased the inducing
effect of P10 on proliferation of CD4 + RORyt +. These results suggest that, the
interaction of peptide P10 with cationic lipids can lead to a better immune response
mediated by Thl type cells by avoiding the rapid spread of experimental
paracoccidioidomycosis.

Keywords: Paracoccidioides brasiliensis. Paracoccidioidomycosis. P10. Adjuvants.
Dioctadecyl-dimethylammonium-bromide. FIiC flagellin. Alum. Complete Freund’s
adjuvant.
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1 INTRODUCAO

1.1 A Paracocciodioidomicose

Paracoccidioidomicose (PCM) é uma doenca granulomatosa sistémica,
causada pelo fungo termo-dimérfico Paracoccidioides brasiliensis, foi descrita pela
primeira vez em 1908 por Adolfo Lutz (LUTZ, 1908). Endemicamente limita-se a
América latina, sendo Brasil, Venezuela e Colémbia os paises com maior nUmero de
casos reportados, especialmente em areas rurais, cuja populacdo dedicada-se as
atividades agricolas e é a principal afetada (BLOTTA et al.,, 1999; BRUMMER;
CASTANEDA; RESTREPO, 1993; RESTREPO et al., 2008).

No Brasil, as zonas com maior nimero de casos reportados compreendem as
regides sul, sudeste e centro-oeste do pais. A PCM ndo é uma doenca de
notificacdo compulséria, razdo pela qual ndo existem dados precisos sobre sua
incidéncia e prevaléncia no Brasil. Porém, com base na experiéncia de servicos de
referéncia no atendimento de pacientes com PCM, acredita-se que a incidéncia
anual em zonas endémicas varia de 3-4 novos casos/1.000.000 habitantes até 1-3
novos casos/100.000 habitantes (RESTREPO et al., 2008; SHIKANAI-YASUDA et
al., 2006). Entretanto, a partir do ano 2008 foi estabelecida uma nova lei no estado
de Sdo Paulo referente as recomendacfes para as atividades de vigilancia e
controle da Paracoccidioidomicose (SAO PAULO, 2008).

A doenca representa um grande problema de saude publica, pois possui alto
potencial incapacitante e ocorre uma quantidade consideravel de mortes
prematuras. Além disso, atinge individuos na sua fase mais produtiva da vida,
causando um forte impacto social e econémico (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006). A
PCM é a décima causa mais comum das mortes por infec¢cdes crénicas/recorrentes
e doencas parasitarias no Brasil, aproximadamente 51,2% do total de mortes
causadas por micoses sistémicas foram causadas pela PCM no periodo de 1996 -
2006 (PRADO et al., 2009).

Pacientes adultos do sexo masculino apresentam a maior incidéncia da
doenca, principalmente aqueles que se dedicaram ao trabalho rural. Entretanto,
estudos demonstraram a emergéncia de focos de infeccdo em zonas periurbanas

(BLOTTA et al., 1999). Também tem sido descrita como uma infeccdo oportunista
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em pacientes HIV positivo, pacientes com neoplasias, e raramente pacientes com
transplante de 6rgdos (AMEEN et al., 2009; SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).

O periodo de laténcia no homem pode ser de meses a VAarios anos,
dificultando assim, a determinacdo precisa do local onde foi adquirida a infecgéo
(BRUMMER; CASTANEDA; RESTREPO, 1993). A infeccdo acontece quando
propagulos “conidios” produzidos na fase filamentosa do fungo sao inalados, e
esses migram até alcancar o parénquima pulmonar. Acredita-se que, em &reas
endémicas, a infec¢do pulmonar primaria ocorre provavelmente nas duas primeiras
décadas de vida do individuo (ALMEIDA; JACKS; SCULLY, 2003).

Quando a doenca se desenvolve, pode permanecer contida nos pulmdes ou
disseminar-se para outros 6rgdos ou sistemas através da via hematogénica e/ou
linfatica, causando lesdes secundarias (FRANCO et al., 1987). O desenvolvimento
da doenca esta sujeito a diversos fatores como a quantidade de conidios inalados, a
patogenicidade do fungo, grau de viruléncia e ao status imunolégico do paciente,
assim como fatores genéticos (WANKE; AIDE, 2009). Adicionalmente, o tabagismo e
0 consumo de alcool sdo fatores de risco fortemente associados com o
desenvolvimento da doenca (RESTREPO et al., 2008; SANTOS et al., 2003).

Atualmente, a PCM pode ser classificada em quatro diferentes categorias de
acordo com o estado clinico do individuo: aqueles individuos portadores do fungo e
gue sado assintomaticos; pacientes com a forma aguda ou subaguda da doenca (tipo
juvenil); pacientes com a forma cronica (tipo adulto) que pode ser unifocal ou
multifocal e aqueles pacientes que foram tratados e apresentam sequelas da
doenca. (ALMEIDA; JACKS; SCULLY, 2003; BENARD; DUARTE, 2000; SHIKANAI-
YASUDA et al., 2006).

A forma aguda ou subaguda abrange entre 3% a 5% do total de casos de
PCM, é comum em criancas, jovens e adultos de ambos o0s sexos, principalmente
com idades entre 20 e 30 anos (WANKE; AIDE, 2009). Pacientes com a forma
aguda ou subaguda apresentam altos niveis de anticorpos especificos. com
envolvimento do sistema fagocitico mononuclear e o sistema imune celular
comprometido. A resposta imune desenvolvida leva a formacdo de granulomas
frouxos, associados com o alto numero de células fungicas viaveis (ALMEIDA;
JACKS; SCULLY, 2003; FRANCO et al., 1987). A doenca na forma aguda tem uma
progressdo rapida, e desenvolve sintomas como linfadenomegalia, manifestactes

digestivas, hepatoesplenomegalia, envolvimento Osteo-articular e lesbes cutaneas.
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Esses sintomas sdo também observados em pacientes com HIV (RESTREPO et al.,
2008; SHIKANAI-YASUDA et al., 2006; WANKE; AIDE, 2009).

Pacientes com a forma cronica da doenca sao geralmente homens com idade
entre 30 e 60 anos, e encontram-se numa propor¢cao maior com relacdo aos casos
cronicos em mulheres (15:1 respectivamente). A maioria dos casos de
paracoccidioidomicose progridem para a forma cronica, com instalagdo lenta e
gradual pela reativacdo de focos quiescentes. O curso da doenca pode demorar
meses ou anos até se desenvolver completamente, localizando-se em 6rgéos e
tecidos de modo mais focal. A forma cronica manifesta-se com lesdes de tipo
granulomatoso envolvendo principalmente o0s pulmdes e posteriormente
disseminando-se para outros 6érgaos, como mucosas, baco, figado, pele e em alguns
casos o trato digestivo. Em alguns casos a doenca esta restrita somente a um orgao
(unifocal), enquanto que na maioria dos casos, a doencga envolve mais de um
(multifocal) sendo pulmdes, mucosas e pele, os sitios mais acometidos pela infecgéo
(ALMEIDA; JACKS; SCULLY, 2003; RESTREPO et al., 2008; SHIKANAI-YASUDA
et al., 2006; WANKE; AIDE, 2009). Geralmente, os pacientes apresentam baixos
niveis de anticorpos especificos e ativacdo da resposta imune celular, levando a
formacédo de granulomas compactos com menor nimero de leveduras nas lesdes
(MENDES; RAPHAEL, 1971; MONTENEGRO; FRANCO, 1994).

O envolvimento pulmonar e a fibrose residual sdo observadas em
aproximadamente 80% e 60% dos pacientes com PCM, respetivamente. No
parénquima pulmonar, P. brasiliensis induz dano cronico levando ao
desenvolvimento de fibrose, provavelmente devido ao estimulo antigénico
persistente e a subsequente resposta imune. No final do processo granulomatoso, &
possivel observar o aumento de tecido conectivo e estimulacdo da producdo de
colageno do tipo | e lll, o que origina o estabelecimento da fibrose e a subsequente
alteracao funcional dos pulmdes, cujo efeito incapacitante reduz a qualidade de vida
do paciente, levando ao 6bito num significativo nimero de casos (NARANJO et al.,
2010; TOBON et al., 2003)

Com relacao ao diagnéstico da PCM, o exame de microscopia direta € o mais
adequado ja que permite a rapida identificacdo do fungo. O exame é feito a partir de
materiais clinicos como escarro ou bidpsia de tecido. Testes soroldgicos como
imunoblot, ELISA podem ser realizados para detecgéo anticorpos fungicos quando

ndo for possivel a identificagdo do fungo por microscopia. Contudo, o teste de
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imunodifusdo dupla (ID) em gel agar é o mais utilizado no diagnostico da PCM
devido a sensibilidade e especificidade superior em comparagdo com outros
métodos. E recomendado para este tipo de testes que os soros sejam titulados para
uma melhor interpretacdo da resposta terapéutica considerando que, os titulos de
anticorpos diminuem progressivamente com o controle clinico da doenca (AMEEN et
al., 2009; SHIKANAI-YASUDA et al., 2006; WANKE; AIDE, 2009).

1.2 Paracoccidioides brasiliensis, agente etiolégico da paracoccidioidomicose

Paracoccidioides brasiliensis, agente etiologico da PCM, €& um fungo
filamentoso quando encontra-se em temperaturas de 18 a 25 °C, enquanto que em
temperaturas de 35 a 37 °C cresce em forma de levedura. Essa mudanca na
morfologia € considerada fundamental para o estabelecimento da infeccdo
(CAMARGO; FRANCO, 2000; FRANCO, 1987).

Na forma de bolor, as col6nias apresentam um crescimento lento, e estao
constituidas por miceélios aéreos finos, septados e com ramificacbes, apresentam
clamidoconidios laterais e intercalares. Algumas vezes é possivel notar a presenca
de estruturas reprodutoras “conidios” (RESTREPO-MORENO, 2003). Acredita-se
gue a infeccdo por P. brasiliensis acontece principalmente pela inalacdo desses
conidios, 0s quais com o0 aumento da temperatura recebem um estimulo e se
transformam em leveduras nos alvéolos pulmonares, tal como foi comprovado
experimentalmente em camundongos (MCEWEN et al., 1987). Morfologicamente, as
leveduras sdo caracterizadas pela geracdo de mdaltiplos brotamentos
(blastoconidios) a partir de uma célula mae, o que permite a identificacdo do fungo
em tecidos de pacientes infectados (LACAZ et al., 2002; RESTREPO-MORENO,
2003).

Além do dimorfismo, existem outros fatores que facilitam a patogenicidade do
fungo, como a sintese de a-(1,3)-glucana que contribui na protecdo contra os
mecanismos de defesa do hospedeiro (revisto por HOGAN; KLEIN; LEVITZ, 1996).
Da mesma forma, a melanina presente nas leveduras e conidios participa na evasao
da resposta imune, principalmente da atividade fagocitica dos macréfagos
(TABORDA et al., 2008). A presenca de moléculas de adesdo e producdo de
enzimas liticas (proteinases, lipases e fosfolipases) sédo importantes para nutricdo do

fungo e a invasdo dos tecidos. O antigeno imunodominante de P. brasiliensis, a
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glicoproteina gp43 também possui acdo proteolitica e facilita adesdo do fungo as
células epiteliais, por ser um ligante da laminina (VICENTINI et al., 1994), atua
inibindo a producdo de o6xido nitrico (NO) e perdxido de hidrogénio (H,O,) entre
outras fun¢des dos macrofagos (ALMEIDA; UNTERKIRCHER; CAMARGO, 1998),
facilitando a invasédo do fungo nos tecidos do hospedeiro, particularmente na fase
inicial da infecgéo (KONNO et al., 2009).

O estudo da ecologia de P. brasiliensis esta baseado na analise de pacientes
com a forma juvenil da doenca, especificamente com criangas. Considerando que 0
perfil migratorio dessa populagéo € restrito, € possivel obter dados relacionados com
o habitat do fungo a partir das zonas de residéncia desse tipo de pacientes
(RESTREPO; MCEWEN; CASTANEDA, 2001). Foram realizados estudos utilizando
0 teste da paracoccidioidina em adultos com ou sem a micose, no seu local de
nascimento. O mesmo teste também foi realizado em criangas com a micose, com
residéncia em seu local de nascimento. Fazendo a comparacdo entre populacdes,
foi possivel determinar que as taxas de exposicdo estdo correlacionadas
significativamente com variaveis como altitude (1000-1499 m), precipitacdes (2000-
2999 mm), temperatura (17 e 24 °C) e zonas com abundantes fontes hidricas, onde
predominam atividades agricolas e de deflorestacdo. (BAGALI et al., 2008;
CADAVID; RESTREPO, 1993; RESTREPO; MCEWEN; CASTANEDA, 2001)

Aspectos relacionados com o habitat do fungo ainda ndo estdo bem definidos,
acredita-se que o solo é o habitat natural de P. brasiliensis. Existe a hipétese de que
o fungo cresce preferencialmente perto da superficie do solo, aproximadamente 2-
20 cm da superficie (BARROZO et al., 2009). O fungo foi isolado a partir de
amostras de solo em diferentes locais no Brasil (MONTENEGRO et al., 1996;
SHOME; BATISTA, 1963; SILVA VERGARA et al., 1998), na Argentina (NEGRONI,
1966) e Venezuela (ALBORNOZ, 1971). Adicionalmente, P. brasiliensis foi isolado a
partir de diferentes fontes como fezes de pinguins Pygoscelis adeliae (GEZUELE,
1989) e morcegos Artibeus lituratu (GROSE; TAMSITT, 1965), racdo de cachorro
provavelmente contaminada com solo (FERREIRA et al., 1990).

Existe uma alta incidéncia de infeccdo de P. brasiliensis em tatus Dasypus
novemcinctus, uma espécie que mora imerso no solo, tipica da América do Sul
(CORREDOR et al., 1999). O fungo foi isolado de érgdos como o pulméao, baco,
figado e linfonodos. Além disso, analise histopatolégica de tecido mostrou a

formacdo de granulomas contendo células fungicas do patégeno, indicando que
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além transportar o fungo, o tatu pode desenvolver a doenca (BAGAGLI et al., 1998;
SILVA-VERGARA et al., 2000). Entretanto, esses resultados sao ainda preliminares,
sendo necessaria a sua reprodutibilidade e a utilizacdo de novas técnicas para
determinar o nicho ecoldgico de P.brasiliensis (Revisto por BAGAGLI et al., 2008;
RESTREPO:; MCEWEN; CASTANEDA, 2001).

1.3 Tratamento da PCM

No tratamento da PCM podem ser utlizados varios antifingicos,
dependendo do estado do paciente, tais como anfotericina B, sulfamidicos
(sulfadiazina, associacdo sulfametoxazol/trimetoprim), e azodlicos (cetoconazol,
fluconazol, itraconazol). O itraconazol é o antifiungico de preferéncia no tratamento
das formas com severidade leve e moderada em menor periodo de tempo,
apresenta toxicidade baixa, produz 90% de cura e uma taxa de recidiva de 0-15%
dependendo das co-morbidades como a desnutricdo e sindrome de imunodeficiéncia
adquirida (AMEEN et al., 2009). Entretanto, “considerando que o medicamento nao
estd disponivel na rede publica da maioria dos Estados, a combinacao
sulfametoxazol-trimetroprim é a alternativa mais utilizada na terapéutica ambulatorial
dos pacientes com PCM” (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006). E importante considerar
gue apesar de ser um medicamento de baixo custo, os periodos de tratamento sé&o
longos e pode ter um efeito toxico levando a supressdo da medula éssea com
trombocitopenia e leucopenia (MENEZES; SOARES; FONTES, 2009).

Em casos de pacientes com formas graves € requerida administracdo
intravenosa de anfotericina B ou de sulfametoxazol/trimetoprim, jA& quando ha
melhora clinica, podem ser administradas por via oral. Usualmente o tratamento é de
longa duracao para permitir o controle das manifestacdes clinicas da micose e evitar
as recidivas (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006). Embora 60% das pessoas tratadas
com anfotericina B sejam curadas, a utilizacdo do medicamento € limitado pela
frequéncia de efeitos adversos e as taxas de recidivas (20-30%). A anfotericina pode
levar a morte por arritmia cardiaca e faléncia renal. Entretanto, novas formulactes
de anfotericina B com moléculas lipidicas apresentam menor toxicidade, mas com
custos elevados (LORTHOLARY; DENNING; DUPONT, 1999; MENEZES; SOARES;
FONTES, 2009).

Apesar da eficacia das drogas de uso clinico, os casos de recidivas da



Introdugdo | 23
Oriana Mayorga N.

doenca ainda sado significativamente frequentes. A vacinagdo terapéutica com
antigenos fungicos ou a transferéncia passiva de anticorpos monoclonais pode
induzir a resposta imune celular aditiva ao efeito protetor da quimioterapia
permitindo, eventualmente, controlar as recidivas e a reducédo fibrose sequelar
(TRAVASSOS; TABORDA, 2012). Porém, o desenvolvimento de vacinas
preventivas ou terapéuticas contra PCM sdo de grande importancia e tém sido
exaustivamente estudadas mediante a selecdo de componentes imunogénicos que

possam levar a protecdo do hospedeiro.

1.4 Gp 43 principal antigeno de P. brasiliesis

A fungéo imunoprotetora do principal antigeno diagnostico de P. brasiliensis, a
glicoproteina de 43 kDa (gp43) é expressa de forma constitutiva nas fases de bolor e
levedura do fungo (GOLDANI et al.,, 1994); conttm uma Unica cadeia de
oligossacarideos (ALMEIDA et al., 1996) e foi caracterizada bioquimicamente por
Puccia et al. (1986) a partir dos componentes extracelulares secretados durante a
cultura das leveduras de P. brasiliensis em meio liquido. Esses componentes foram
selecionados por imunoprecipitacdo utilizando a técnica de imunodifusao.
Posteriormente foram purificados em coluna de Sepharose e classificados de acordo
com seu peso molecular por gel de SDS-PAGE.

Anticorpos contra esta glicoproteina sdo encontrados no soro de
aproximadamente 100% dos pacientes com PCM (CAMARGO et al., 1988), sendo
utilizada também no monitoramento de individuos que recebem tratamento (revisado
por MARQUES et al., 2004). A gp43 contém epitopos que tem a capacidade de
produzir uma resposta imune celular (DTH) em cobaias (RODRIGUES;
TRAVASSOS, 1994; TABORDA; CAMARGO, 1993) e em humanos (SARAIVA et al.,
1996). Além de ser imunodominante para producdo de anticorpos, essa
glicoproteina tem a capacidade de estimular linfocitos T CD4" Th1l produtores de
IFN-y e IL-2 (TABORDA et al., 1998), assim como também pode estimular a
imunidade inata mediante interacdo com mondcitos, modulando a expressdo dos
receptores de padrdes de reconhecimento TLR2, TLR4, MR e a producdo de
citocinas Pré e anti-inflamatorias (NAKAIRA-TAKAHAGI et al., 2011).

Considerando a atividade imunogénica da gp43, foram determinados o0s

epitopos mediadores das respostas imunoldgicas, selecionando aqueles com
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potencial para ensaios de vacinacdo. Foram analisados 25 peptideos sintetizados
guimicamente que abrangem a sequéncia inteira de aminoacidos da gp43.
Diferentes peptideos que contém o dominio HTLAIR induziram a proliferagdo de
linfécitos de camundongos sensibilizados com a gp43 purificada ou infectados
intratraquelmente com P. brasiliensis. Entre esses peptideos, um trecho especifico
de 15 aminoéacidos, denominado como P10 com a sequencia QTLIAIHTLAIRYAN, foi
responsavel pela ativagcdo das células T e da protecdo contra PCM em
camundongos BALB/c. A linfoproliferagdo induzida por P10 ou pela gp43 envolve a
producéo de IL-2 e IFN-y pelos linfécitos T CD4 (TABORDA et al., 1998).

1.5 P10 e sua fungédo imunoprotetora

O efeito protetor do peptideo é devido principalmente a resposta imune celular
mediada por IFN-y e, diferente da gp43, o P10 ndo induz a resposta humoral. As
imunizacdées com P10 em camundongos BALB/c os levam a uma infec¢ao pulmonar
200 vezes menos intensa que 0s animais ndo imunizados. A acao protetora do P10
€ claramente observada na histopatologia dos pulmdes, onde a estrutura alveolar
encontra-se preservada, contendo uma populacdo menor de macrofagos, sem
lesbes granulomatosas e auséncia de células fungicas (TABORDA et al., 1998;
TRAVASSOS; TABORDA, 2012).

Um fator importante na utilizacdo de peptideos sintéticos como vacinas em
diferentes populacbes é o fato que os epitopos precisam ser reconhecidos por
células T de individuos que apresentam moléculas distintas de MHC. Em
camundongos, o P10 é apresentado pelas moléculas do MHC de classe Il de trés
haplotipos diferentes (TABORDA et al., 1998). A traves do programa TEPITOPE,
utilizado para selecdo de sequencias peptidicas com maior probabilidade de ligacéo
a multiplas moléculas de HLA-DR em caucasianos, foi demonstrado que o P10 é um
peptideo promiscuo, sendo um importante candidato vacinal para ser utilizado em
humanos (IWAI et al., 2003).

Com o objetivo de melhorar o tratamento da PCM e de prevenir as recidivas
da doenca, foram realizadas imunizagcbes com o peptideo associado a drogas
antifangicas em modelo murino. O tratamento realizado com drogas como
itraconazol e sulfametoxazol/trimetoprim entre outras, conjunto ao P10, mostrou um

efeito protetor quando administrado as 48 horas ou 30 dias ap6s o desafio
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intratraqueal, reduzindo significativamente a carga fungica nos pulmdes e
preservando a estrutura alveolar, além de prevenir a disseminacdo do fungo para
baco e figado (MARQUES et al., 2006). Esses resultados foram também observados
em camundongos anérgicos submetidos a quimioterapia e imunizados com o
peptideo, apresentando uma resposta Thl protetora com incremento significativo
nos niveis de IFN-y e IL-12. Isto sugere que a vacinacdo com P10 pode ser utilizada
para melhorar a quimioterapia convencional e reduzir o tempo de tratamento,
inclusive nos casos de pacientes anérgicos (MARQUES et al., 2008).

Partindo desses achados, novas metodologias tem sido utilizadas com o
peptideo P10, com o objetivo de desenvolver uma vacina terapéutica contra a
paracoccidioidomicose.

Com a ideia de desenvolver uma vacina especifica de DNA, baseada
predominantemente na resposta imune mediada por células, foram utilizados
plasmideos com o inserto do gene de P10 e da interleucina 12 (IL-12) nas
imunizacdes profilaticas e terapéuticas de camundongos BALB/c e B10.A,
desafiados i.t. com o isolado virulento Pb18. A vacinacdo com o plasmideo que
expressa o0 P10 levou a reducdo da carga fungica nos pulmdes de animais
infectados. A vacinacdo realizada com o plasmideo com inserto para P10
associados ao que expressa IL-12 foi mais efetiva na eliminacdo do fungo, com
recuperacdo das estruturas pulmonares e producado significativa de IL-12 e IFN-y
(RITTNER et al., 2012). Adicionalmente, a imunizacdo com o plasmideo que codifica
0 P10 induz a proliferacao de células de memoria assim como células T reguladoras,
ajudando na reducdo do dano tecidual decorrente da resposta imune protetora
(AMORIM, 2010). Dessa forma, os plasmideos sdo uma importante alternativa para
a prevencao e o tratamento da PCM experimental.

As células dendriticas pulsadas com P10 apresentam um alto potencial na
vacinacdo devido a capacidade de rapida protecdo contra o desenvolvimento da
PCM, assim como no tratamento da doenca estabelecida. Ensaios realizados com
esplendcitos de camundongo, estimulados com células dendriticas pulsadas com
P10, demonstraram um incremento significativo na proliferacdo, quando comparado
com esplendcitos estimulados unicamente com o peptideo. Em camundongos, a
administracdo de células dendriticas pulsadas com o peptideo antes (via
subcutanea) e depois (via subcutanea e intravenosa) da infec¢éo intratraqueal com

P. brasiliensis, levou a reducdo da carga fangica nos pulmdes, preservando o0s
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tecidos. Os niveis de IFN-y e IL-12 foram incrementados ao tempo que houve uma
reducédo na producado de IL-10 e IL-4, em comparagdo com 0s grupos de animais
ndo imunizados (controle) e aqueles que ndo foram tratados com as células
pulsadas (MAGALHAES et al., 2012).

A resposta imune induzida pelo P10 evita a disseminacdo rapida de P.
brasiliensis, porém acredita-se na hip6tese de que a administracdo do P10 com

novos adjuvantes pode incrementar a fungéo imunoprotetora do peptideo.

1.6 Adjuvantes

Os adjuvantes sdo moléculas, compostos ou complexos de macromoléculas
gue aumentam o potencial e a longevidade da resposta imune especifica contra um
antigeno, tendo uma baixa toxicidade e um efeito imunologico de longa duracdo
(WACK; RAPPUOLI, 2005). A adicdo de adjuvantes as vacinas permite o
incremento, manutencdo e direcionamento da imunogenicidade dos antigenos,
modulando de maneira apropriada a resposta imune e reduzindo a quantidade de
antigeno, assim como o numero de imunizacdes requeridas (KENNEY; EDELMAN,
2003; REED et al., 2009; STILLS, 2005).

As vacinas tradicionais, baseadas em microrganismos atenuados, geralmente
nao requerem adicdo de adjuvantes porque dispdem de imunogenicidade alta.
Embora as vacinas baseadas em proteinas oferecam vantagens consideraveis em
relacdo as vacinas tradicionais, em termos de seguranca e custo de producédo, na
maioria dos casos apresentam uma atividade imunogénica limitada e requerem da
adicdo de adjuvantes para induzir uma resposta imune protetora prolongada (REED
et al., 2009).

A classificacdo dos adjuvantes varia de acordo com a composicao,
propriedades fisico-quimicas ou com o mecanismo de ac¢do (MARCIANI, 2003;
REED et al., 2009). Adjuvantes que agem diretamente no sistema imune para
incrementar a resposta aos antigenos sdo chamados imunoestimulantes tais como
ligantes a TLRs (Toll-like receptors), citocinas, saponinas e endotoxinas bacterianas.
Outros adjuvantes agem como veiculos otimizando a apresentacdo dos antigenos
ao sistema imune, através da liberacdo controlada e de sistemas depositantes que
facilitam o aumento da resposta imune especifica. Alguns exemplos desse tipo de

adjuvantes sdo as sais minerais, emulsdes, lipossomas, nanoparticulas obtidas de
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proteinas virais e microesferas de polimeros biodegradaveis (O’HAGAN;
MACKICHAN; SINGH, 2001; REED et al., 2009).

Contudo, os adjuvantes podem ser classificados de acordo com a capacidade
estimuladora da imunidade de tipo Thl (celular) ou Th2 (humoral). Os adjuvantes
podem atuar como estimuladores tanto da imunidade inata como adaptativa e
podem ser classificados de acordo com o tipo de receptor de ligagdo (MARCIANI,
2003).

A associacdo do P10 com adjuvantes como CFA (MARQUES et al., 2008;
TABORDA et al., 1998); alumen, MPLA (MARQUES, 2007); flagelina (BRAGA et al.,
2009) e nanoparticulas de PLGA (AMARAL et al., 2010) mostraram uma reducao
significativa da carga fungica em pulmdes de camundongos infectados i.t. com

P.brasiliensis, sendo promissores para o tratamento da PCM experimental.

1.6.1 CFA/IFA

O adjuvante completo de Freund (CFA) € uma emulsdo (dgua em 6leo)
composta de 6leo mineral ou de parafina, surfactante (Mannide Monooleate), e
células inativadas de Mycobacterium (Mycobacterium tuberculosis ou
Mycobacterium butyricum) como imunoestimulante (STILLS, 2005). Desde sua
descricdo em 1937 por Freund et al. o CFA tem sido o adjuvante mais utilizado e
efetivo para a producdo experimental de anticorpos e apresenta trés mecanismos de
acao especificos: (I) Armazenamento do antigeno com a liberacao lenta do mesmo;
(1) veiculo de transporte do antigeno através do sistema linfatico em direcdo as
células efetoras do sistema imune; (Ill) interacdo com as células apresentadoras de
antigeno incluindo fagocitos, macréfagos e células dendriticas (CHANG et al., 1998;
ZHOU; AFSHAR, 1995).

A primeira razao para o uso de um adjuvante na imunizacao experimental em
animais € para produzir uma maior atividade e afinidade dos anticorpos e de igual
forma, um maior titulo, assim o CFA é recomendado, considerando que o0s
componentes de Mycobacterium tendem a produzir uma forte hipersensibilidade do
tipo tardia e controlar a resposta direcionada a um perfil Thl (LINBLAD, 2000). A
presenca de TLRs, especialmente de TLR-2 e TLR-4, é critica para o
reconhecimento e para resposta imune ante as infeccdes micobacterianas por meio

dos macrofagos e células dendriticas. As espécies de micobactérias variam na
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composicdo da parede celular, j& que produzem diferentes lipomananas e
lipoarabinomananas que atuam com diferentes TLRs podendo produzir efeitos pro-
inflamatdrios e anti-inflamatérios. (revisto por STILLS, 2005).

As imunizacdes realizadas com CFA associado ao peptideo P10, tem
demonstrado um efeito protetor reduzindo significativamente a carga fungica nos
pulmdes de camundongos BALB/c infectados, prevenindo a disseminacdo do fungo
para outros orgdos como baco e figado, mesmo apds trés meses de infeccdo
(TABORDA et al., 1998). Esses resultados tem sido reproduzidos em varios
experimentos no nosso laboratorio, observando o efeito aditivo do P10 ao tratamento
com drogas antifingicas com camundongos normais (MARQUES et al., 2006) e no
estado anérgico induzido com dexametazona (MARQUES et al., 2008).

Embora o CFA seja amplamente utilizado, este adjuvante tem sido associado
com uma variedade de lesGes, como dermatite necrosante, formacao de granulomas
em oOrgéos como figado, rins e no local de inje¢do. O uso de CFA tem sido limitado e
com muitas restricbes as imunizacbes experimentais em estudos com animais.
Devido a severidade das reacdes adversas, tem sido proibido para uso medicinal
humano e veterinario (CUTLER; DEEPE; KLEIN, 2007; STILLS, 2005).

Diferente do CFA, o adjuvante incompleto de Freund (IFA) ndo contém células
de Mycobacterium, atuando principalmente como veiculo dos antigenos, sem 0
efeito imunoestimulante. Este adjuvante é também utilizado experimentalmente na
producédo de anticorpos e tem sido testado amplamente em vacinas contra o virus da
influenza em humanos, demostrando niveis de protecéo significativos, com um efeito
menos agressivo no local de injecdo. Portanto, o principal fator limitante do
adjuvante € a deficiéncia no aumento da resposta imune celular, a qual pode ser

critica para o controle de varias infeccdes (CHANG et al., 1998).

1.6.2 Sais de aluminio

O efeito adjuvante dos sais de aluminio foi descrito pela primeira vez em
1926, baseado na observacdo de que, alumen precipitado com toxoéide diftérico
induziu uma melhor resposta imune em cobaias, quando comparado com o antigeno
simples (KWAK; LONGO, 1996). Os adjuvantes de aluminio, na forma de hidroxido
de aluminio (AI(OH)3), fosfato de aluminio (AIPO,4) ou alumen (KAI(SO,),.12H20)
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sdo frequentemente utilizados em diferentes formulagdes vacinais devido ao
excelente histérico de seguranca (BAYLOR; EGAN; RICHMAN, 2002).

A preparacgdo das vacinas com adjuvantes de aluminio pode ser realizada de
duas formas: adi¢cdo do antigeno a uma solucdo de alumen ou em géis pré-formados
de hidroxido ou fosfato de aluminio. O primeiro produz a precipitagdo da proteina
ligada ao alumen e o segundo resulta na adsorcdo do antigeno pelas sais de
aluminio (BAYLOR; EGAN; RICHMAN, 2002; GUPTA, 1998).

A efetividade desses adjuvantes depende da forma em que o antigeno liga-se
ao aluminio, o qual ocorre quando o antigeno incorpora-se dentro ou sobre as
particulas de gel, pela co-precipitacdo com o aluminio ou também quando o
antigeno € ligado as particulas por interacbes ibnicas. No caso dos antigenos
proteicos, é possivel obter uma maior adeséo entre a proteina e as particulas de
aluminio quando a cargas dessas moléculas sado opostas. Da mesma forma, o ponto
isoelétrico (pl) tanto da proteina como do aluminio sdo determinantes na
estabilidade do antigeno no complexo e portanto, na efetividade da vacina
(DONNELLY, 1997; SHIRODKAR et al., 1990).

Formulacdes vacinais baseadas em proteinas recombinantes para doencas
como hepatite B e HPV tem sido desenvolvidas e induzem respostas de anticorpos
altamente protetoras utilizando sais de aluminio como adjuvante. Outras vacinas
recombinantes para doencas como malaria, tuberculose, HIV e/ou AIDS requerem a
inducdo de uma resposta de anticorpos forte e prolongada, além de uma potente
imunidade mediada por células TCD4 e TCD8. O alumen é deficiente na inducao de
respostas do tipo Thl (pro-inflamatdrio) sendo necesséario o desenvolvimento de
novos adjuvantes e de novas formulacdes

Embora esse adjuvante seja amplamente utilizado em vacinas humanas
(hepatite B e HPV entre outras) e veterinarias (REED et al., 2009), sendo altamente
efetivo no estimulo das respostas imunes primarias contra antigenos alvo, com
relacdo as respostas secundarias, o adjuvante induz um perfil de resposta anti-
inflamatoria (Th2), que estimula principalmente a producéo de anticorpos. O alumen
€ insuficiente na inducédo de resposta imune celular do tipo Thl (pro-inflamatoria),
sendo menos adequado para vacinas contra microrganismos intracelulares
(CUTLER; DEEPE; KLEIN, 2007; HOGENESCH, 2002).

Diferentes opinides tem sido manifestadas com relacdo aos adjuvantes de

aluminio. Em geral, as vacinas que contém este tipo de adjuvantes tem demonstrado
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um perfil de seguranga por mais de seis décadas, embora tenham sido associados a
graves reacgdes locais, tais como eritema, nodulos subcutédneos e hipersensibilidade
de contato (BAYLOR et al., 2002).

1.6.3 Flagelina

7z

A maior consideragdo no desenvolvimento de vacinas é incrementar a
imunogenicidade de um antigeno, isso pode ser feito através da coadministracédo
dos antigenos com adjuvantes que sejam seguros e efetivos. Diferentes compostos
microbianos desenvolvem uma efetiva fungédo como adjuvantes pela interagdo com
as células apresentadoras de antigenos (APCs) tais como macrofagos, células
dendriticas e monocitos (CUADROS et al., 2004).

Os compostos de parede das bactérias, tais como LPS e acidos lipoteicoicos,
sdo exemplos de moléculas imunoestimuladoras, conhecidas como PAMPs que
interagem com as APCs atraves dos receptores da familia TLR (Toll-Like
Receptors). O reconhecimento desses produtos microbianos pelos TLRs leva a
ativacao de uma variedade de vias de transducéo de sinal e a subsequente inducao
de citocinas e moléculas coestimuladoras, aléem da modulacdo do MHC I/ll nas
APCs. Porém, os TLRs podem ter um papel critico na ligacdo entre a imunidade
inata e adaptativa (LIEN; GOLENBOCK, 2003; PINO; MARTIN; MICHALEK, 2005).

Outras estruturas, como os flagelos bacterianos sdo um importante fator de
viruléncia, cuja funcao facilita a colonizacdo e invasdo dos tecidos, induzindo o
recrutamento das células inflamatdrias do hospedeiro. Cada flagelo esta composto
por filamentos, os quais estdo formados por 11 protofilamentos que contem flagelina
guase na totalidade da sua estrutura (SMITH et al., 2003).

A flagelina é a proteina monomeérica composta de aproximadamente 500
aminoacidos formando a maior porcdo dos flagelos bacterianos. Esta proteina
possui dominios bem conservados (DO e D1) entre espécies bacterianas distantes,
correspondente as cadeias N- e C- terminais que rodeiam a regido central
hipervaridvel dos monémeros de flagelina (MURTHY et al., 2004).

Tem sido demonstrado que os dominios conservados da flagelina sao
importantes indutores da resposta inflamatéria (SMITH et al., 2003) e em
consequéncia, estudos realizados com animais deficientes na expressdo de TLR5

mostraram que a flagelina (FIiC e FIjB) de Salmonella enterica sorovar Typhimorium
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tem a capacidade de ativar o sistema imune inato através da interacdo com TLR5,
desenvolvendo um efeito imunoprotetor contra a infeccdo causada por Salmonella
(MURTHY et al.,, 2004; PINO; MARTIN; MICHALEK, 2005; RAMOS; RUMBO;
SIRARD, 2004).

Estudos realizados para determinar o efeito adjuvante da flagelina (FIjB)
associada com antigenos, mostraram o aumento da resposta imune tanto nas
mucosas como ao nivel sisttmico mediante o incremento significativo dos graus de
anticorpos, ao tempo que respostas mediadas por células TCD4 foram induzidas nos
camundongos imunizados intranasalmente com o complexo antigeno-FIjB (PINO;
MARTIN; MICHALEK, 2005).

No modelo experimental da PCM, os camundongos que foram imunizados
(i.n.) com P10 associado a flagelina (FIliC) apresentaram uma reducdo do
crescimento do fungo, com a diminuicdo do dano no tecido pulmonar, consequente
com o incremento na produgdo de citocinas como IFN-y e IL-12. Esses resultados
indicam que a FIliC flagelina participa na modulacéo da resposta imune de tipo Thl,
potencializando o efeito protetor do peptideo P10, sendo uma alternativa promissoria

na geracao de vacinas para o tratamento da PCM (BRAGA et al., 2009).

1.6.4 Lipideos Catiénicos

As particulas sdo amplamente utilizadas na area biomédica e farmacéutica
devido & similaridade do tamanho com as moléculas bioldgicas (proteinas, DNA,
etc.) e as estruturas dos diferentes microrganismos, sendo empregadas
principalmente como sistemas de entrega de drogas e vacinas (LINCOPAN;
ESPINDOLA; CARMONA-RIBEIRO, 2007).

O uso das particulas como sistemas de entrega para vacinas injetaveis,
baseia-se na sua facilidade para serem captadas pelas células apresentadoras de
antigeno, de modo que a entrega dos antigenos é mais eficiente quando comparado
com o antigeno soluvel (VIDARD et al., 1996). As particulas asseguram que tanto o
antigeno como o adjuvante sejam liberados ao mesmo grupo de APCs, limitando a
distribuicdo sistémica do adjuvante e minimizando 0s possiveis efeitos adversos
(O’HAGAN; SINGH, 2003).

Geralmente, as particulas lipidicas e poliméricas sdo as mais adequadas para

liberacdo de antigenos e, acredita-se que o tamanho tem um papel importante na
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atividade imunogénica, ja que as particulas mais pequenas (<10 pm) sao
significativamente mais imunogénicas do que as de maior tamanho (O’HAGAN et al.,
1991). Isto ocorre possivelmente devido a uma maior captacdo das particulas
menores pelas APCs (O’'HAGAN; SINGH; HULMER, 2004). Particulas entre 40-50
nm tem uma capacidade significativamente maior na indu¢cdo de respostas Thl
guando comparadas com particulas maiores (>500 nm), as quais sdo mais
adequadas na inducéo de respostas Th2 e de anticorpos (FIFIS et al., 2004).

Embora vérios estudos tenham demonstrado o potencial dos antigenos
encapsulados em microparticulas para a inducdo de respostas imunes efetivas,
exista a possibilidade de ocorrer trocas ou danos na conformacdo dos antigenos
durante a encapsulacdo, assim como na liberacdo a partir das microparticulas
poliméricas, sendo uma limitante no desenvolvimento de microparticulas como
adjuvantes vacinais. Em consequéncia, a aplicacdo de microparticulas de
polylactide-co-glycolide (PLG) como adjuvantes tem sido fortemente estudada
baseando-se em que os antigenos se aderem a superficie deste tipo de particulas,
demostrando resultados promissorios (O’HAGAN; SINGH; ULMER, 2004).

Por outro lado, os fragmentos em bicamada de lipideos catidnicos obtidos
pela sonicacao de vesiculas de dioctadecyl dimethylammonium bromide (DODAB),
tem sido usados como agentes antimicrobianos e na producdo de complexos com
particulas de silica e latex para apresentacdo de antigenos ao sistema imune,
demonstrando seu potencial como adjuvantes na inducdo da resposta imune celular
(LINCOPAN; ESPINDOLA; CARMONA-RIBEIRO, 2007; LINCOPAN et al., 2009).

Lincopan et al. (2009) descrevem o potencial dos lipideos catibnicos como
adjuvantes, cujo uso baseia-se em que as microparticulas catibnicas sao tomadas
efetivamente, tanto pelas células dendriticas, como pelos macréfagos, ja que a
atracao eletrostatica promove a unido entre particulas e sua posterior interiorizacao.
As particulas poliméricas cationizadas transportam o antigeno, aumentando a
producdo de anticorpos e células T citotoxicas com uma dose baixa de antigeno
(LINCOPAN et al., 2009; SINGH et al., 2000), induzindo também a maturacdo de
células dendriticas (LITTLE et al., 2004; THIELE et al., 2001). A utilizacdo de
lipideos catibnicos como adjuvantes pode induzir a producédo de altos niveis de IL-12
e IFN-y, sugerindo sua importante aplicacdo no desenho de vacinas contra diversos

microrganismos e, neste caso, para o P. brasiliensis.2

32



Justificativa | 33
Oriana Mayorga N.

2 JUTIFICATIVA

A maior parte dos trabalhos publicados pelo nosso grupo, utilizou CFA como
ajuvante nos modelos experimentais de vacinagdo. Considerando as restricoes
atuais do uso de CFA em animais, assim como sua proibicdo em humanos,
propomos neste estudo comparar a eficacia de varios adjuvantes, tradicionais e

novos, com uma possivel aplicacao no futuro, inclusive em seres humanos.
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3 OJETIVOS

e Verificar se a imunizacdo com diferentes adjuvantes associados a
administracdo do P10 reduz a carga fungica em diferentes érgdos e/ou

permite obter uma melhor resposta imune;
e verificar a produgcdo de citocinas proé-inflamatérias e anti-inflamatorias nos
pulmdes dos animais infectados, imunizados com o peptideo P10 associado a

diferentes adjuvantes Th1/Th2;

e analisar a producao de citocinas IL-17 e IL-23 e o envolvimento de Th17 nos

pulmdes de camundongos imunizados e infectados;

e observar a modulacdo da resposta imune no tecido pulmonar, através da

histopatologia, frente aos diferentes adjuvantes associados ao P10;

e identificar a geracdo de células T de memodria durante o processo de

imunizacdo dos camundongos;

e identificar a geracdo de células Th1l7 durante o processo de imunizacdo dos

camundongos;

e avaliar a interagéo fisico-quimica dos diferentes adjuvantes e o peptideo;

e determinar a carga superficial e o tamanho dos complexos em cada

formulacéo.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos da linhagem BALB/c, com média de
idade entre 6 e 8 semanas. Os animais foram criados em condi¢cdes de SPF
(Specific Pathogen Free), no biotério de camundongos isogénicos do Departamento
de Imunologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo, e
mantidos no biotério de experimentacdo animal do Departamento de Microbiologia
do Instituto de Ciéncias Biomédicas Il. Os animais foram manipulados de acordo

com as normas do comité de ética do instituto.

4.2 Fungo

Foi utilizado o isolado virulento Paracoccidioides brasiliensis 18 (Pb18), mantido
em meio semi-solido Fava-Netto durante 7 dias a 37 °C . O fungo foi lavado trés
vezes utilizando solucéo salina tamponada (PBS, pH 7,4). Ap0s a decantacdo das
particulas maiores, foi feita a contagem das leveduras em camara de Neubauer. A
viabilidade dos in6culos utilizados foi determinada por coloracdo com azul de Trypan
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), considerando aqueles com viabilidade superior a
95%.

4.3 Infeccao Intratraqueal (i.t.)

Apés a lavagem, a concentracdo do fungo, para o inoculo, foi ajustada para
3x10° células/50 pL™. Os animais foram anestesiados por via intraperitoneal, com
300 pL de solugdo contendo 80 mgkg™ de ketamina (Divisdo Vetbrands Salde
Animal, Sespo, SP) e 10 mgkg™ de xilazina (Rompun, Bayer, S&o Paulo, SP, Brasil).
Quando os animais se apresentaram insensiveis a dor (apos dez minutos), foi
realizada uma incisdo longitudinal na pele do pescoco, facilitando a exposicao da
tragquéia para a inoculacdo do fungo. Foram usadas seringas de 1 mL (Becton
Dickinson, Brasil) para a inoculacdo. Apdés a sutura, os animais foram mantidos

aquecidos até acordarem da anestesia.
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4.4 Grupos utilizados

Foram utilizados 11 grupos de camundongos BALB/c machos contendo 6
animais cada, sendo seis grupos controle: 1) grupo néo infectado/nédo tratado; 2)
infectado né&o tratado; 3) infectado e imunizado com CFA/IFA; 4) infectado e
imunizado com Alumen; 5) infectado e imunizado com lipideo catiénico; 6) infectado
e imunizado com flagelina. Cinco grupos de animais infectados foram imunizados
com o peptideo P10 associado ou ndo com os respectivos adjuvantes: 7) infectado e
imunizado com P10; 8) infectado e imunizado com CFA/IFA + P10; 9) infectado e
imunizado com Alumen + P10; 10) infectado e imunizado com lipideo catidnico +

P10; 11) infectado e imunizado com flagelina + P10.

4.5 Sintese e Purificacdo do Peptideo (P10)

O peptideo P10 (QTLIAIHTLAIRYAN) foi sintetizado e purificado por PEPTIDE
2.0, Inc. (Chantilly, VA, USA).

4.6 Imunizacdo dos camundongos com o peptideo (P10)

Apés 30 dias de infeccdo, os camundongos foram imunizados por via

subcutanea com 20 ug do P10 associado ou ndo com os respectivos adjuvantes.

4.7 Preparo e obtencao dos adjuvantes
4.7.1 Alumen

O adjuvante foi cedido gentilmente pela Professora Dra. Roxane Maria Fontes

Piazza, do laboratorio de bacteriologia no Instituto Butantan.

4.7.2 Adjuvante completo e incompleto de Freund

Os adjuvantes foram obtidos de (Sigma-Aldrich, St Louis, MO), cuja
concentracdo de trabalho foi de 1:1 de acordo com as instrucées do fabricante.
Foram utilizados 20 yL do adjuvante, 20 pyL do peptideo P10 e 10 yL de PBS para

uma dose de 50 uL por animal. A mistura foi homogeneizada fortemente no vortéx
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até formar uma emulsdo branca. A primeira imunizacao foi realizada com CFA por
via subcutdnea e as duas seguintes foram feitas com IFA também pela via

subcutanea.

4.7.3 Flagelina FliCd

A flagelina FliCd foi produzida no laboratério de desenvolvimento de vacinas
do instituto de ciéncias biomédicas. A linhagem de Salmonella dublim, utilizada para
a extragdo do flagelo, foi cultivada em meio LB com 100 pg de ampicilina e incubada
a 37 °C durante 16 h. As células foram centrifugadas e ressuspensas em 2 mL de
PBS. A suspensdo bacteriana foi agitada em “blender” para quebra dos flagelos
fazendo 4 ciclos de 2 min com intervalos de 2 min no gelo. A suspenséao foi
centrifugada novamente para remocao das células, o sobrenadante foi coletado e
adicionado 3 a 4 volumes de acetona para precipitar a flagelina presente. Apos 30
min. de repouso a -20 °C, o material foi centrifugado e o precipitado ressuspendido
em aproximadamente 0,5 mL de PBS. As flagelinas purificadas passaram por um
tratamento (65 °C por 30 min) para dissociacdo dos mondmeros (BRAGA et al.,
2009; TEIXEIRA, 2011).

A remocao dos lipopolissacarideos (LPS) contaminantes foi realizada
utilizando triton x-114. Em 1 mL de proteina adicionou-se 100 pL de triton x-114 10%
cuidadosamente homogeneizado com a pipeta. Em seguida, a amostra foi incubada
por 30 min no gelo e homogeneizada em vortex a cada 10 min. Apds esse
procedimento, a amostra foi incubada a 37 °C durante 10 min e centrifugada por 5
min a 3000 g em temperatura ambiente. A fase aquosa foi coletada cuidadosamente
para nao haver contaminacdo com a fase oleosa. Esse procedimento foi realizado
10 vezes e apOs a quantificacdo da endotoxina pelo teste LAL (Lisado de
amebacitos de Limulus), (Lonza Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil), foi obtida a proteina
dentro dos limites aceitaveis de LPS (3.0 unidades de endotoxina/g de proteina). A
concentracdo da proteina foi determinada utilizando o kit BCA (Pierce, Rockford, IL,
USA) e a pureza da proteina foi monitorada por SDS-PAGE (BRAGA et al., 2009;
TEIXEIRA, 2011).
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4.7.4 Lipideo catiénico: (DODAB)

O lipideo catibnico dioctadecyl-dimethylammonium bromide “DODAB” (Sigma-
Aldrich) foi preparado para atingir uma concentragao de 2.0 mM em solugéo salina
NaCl 1 mM. Posteriormente, foi sonicado (80-90 mW, 20 min, 70 °C) para assim
adquirir fragmentos de camada dupla com diametro médio de 73 = 1 nm e potencial
zeta de 41+ 3 mV. Uma vez sonicada, a solucao foi centrifugada (10000 rpm) e 0
sobrenadante foi diluido em solucdo salina (NaCl 1 mM) para assim, atingir a

concentragcdo adequada para as imunizacdes (LINCOPAN et al., 2009).

4.8 Imunizagdo com os adjuvantes

As imunizagOes foram iniciadas, 30 dias apos infeccdo, num total de 3 doses,
sendo uma por semana. Os adjuvantes utilizados foram o CFA (Sigma-Aldrich),
emulsificado com a mesma quantidade de P10 (20 uL) na primeira dose; as
subsequentes foram feitas com adjuvante incompleto de Freund (Sigma-Aldrich).
Alumen (100 pg/mL), Flagelina FIiC (5 ug/animal) e lipideo catiébnico (DODAB) na
concentracdo de 0.1 mM/animal. Todos foram levados ao vOrtex juntamente com o
peptideo. Apds 8 dias da ultima imunizagdo, quando os animais completaram 52
dias de infeccdo, foram sacrificados. O protocolo de imunizacdo encontra-se

esquematizado na figura 1.

Figura 1 - Esquema do protocolo de imunizacao.

Imunizacées —
Infeccao Sacrificio

1@ 29 32
30 dias

Camundongos BALB/c foram infectados i.t. (3x10° células/50 pL), 30 dias apés infeccdo foram
imunizados a cada sete dias para um total de 3 doses. Apds 8 dias da ultima imunizagdo, os animais
foram sacrificados.
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4.9 Analise de material biolégico

Os camundongos foram sacrificados de acordo com as normas do comité de
ética do Instituto de Ciéncias Biomédicas, de acordo com a carta de aprovacdo do
projeto n°. 147/09. Apos o sacrificio dos animais, foram retirados os 6rgaos (pulméo,
baco e figado) para realizar as analises correspondentes a determinagcédo da carga
fungica, histologia de tecido pulmonar, caracterizacdo de citocinas, proliferacédo e

imunofenotipagem celular.

4.9.1 Determinacdo da carga fungica

Ap06s sacrificio dos animais, os 6rgaos (pulméo, baco e figado) foram extirpados,
e pesados imediatamente. Com o auxilio de um homogeneizador manual, as células
foram rompidas em PBS, acertando-se volumes de 1mL para o baco e de 2 ml para
pulmdo e figado. Desta solugcdo, 100uL foram plaqueados em meio Brain Heart
Infusion (BHI) (Becton Dickinson, USA), suplementado com 4% de soro fetal bovino
(Gibco, NY, USA) e 5% de filtrado de cultura do isolado 192 de P. brasiliensis
(CASTANEDA et al., 1988), 1% de estreptomicina e penicilina (Sigma-Aldrich). As
placas foram mantidas a 37 °C por um periodo de 7 a 15 dias. O namero de colbénias
foi contado e os resultados expressos em unidades formadoras de colénia UFC por

grama de tecido.

4.9.2 Andlise histologica

Uma fracdo do pulméo foi acondicionada em tubos com tampéao formalina 10%
(Merck, Alemanha) e enviada para a realizacdo da analise histopatologica (HE,

masson’s trichrome e gomori's silver stain).

4.9.3 Caracterizacao das Citocinas: ELISA para a Quantificacdo de IL-4, IL-10,
IL17, IL-23, TNF- a e IFN-y

As dosagens de citocinas foram feitas, quantitativamente, por ELISA de captura
(BD PharMingen, San Diego, CA), utilizando, como amostra, 0,5 mL de pulméo
macerado em PBS. Esse volume foi ressuspendido em 0,5 mL de inibidor de

proteases (Sigma-Aldrich), obtendo um volume final de 1 mL. Posteriormente, as
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amostras foram centrifugadas a 4000 rpm/5min. Os sobrenadantes foram
conservados a -80 °C até serem utlizados. As placas de 96 pogos foram
sensibilizadas com 50 yL de anticorpos monoclonais (capture), overnight a 4 °C. As
placas foram lavadas com PBS -Tween 20 0,05% (PBS — T) e bloqueadas com 200
uL de PBS-BSA 1%, por 1 h, a temperatura ambiente. Apos nova lavagem, foram
adicionadas as amostras (100 pL) e os padrdes (citocinas recombinantes de
camundongos — Pharmingen) e, em seguida, foram incubadas por 2 h, em
temperatura ambiente. Posteriormente, as placas foram novamente lavadas e foram
adicionados 50 pL do conjugado “Working detector (detection Ab + avidin-HRP)” em
cada poco. Seguiu-se incubacdo por 1 h, a temperatura ambiente. Apds nova
lagagem, foram adicionados 50 pL do substrato (TMB substrate reagent set
Pharmigen), e seguiu-se incubagdo a temperatura ambiente, no escuro, por 30
minutos. A reacdo foi bloqueada com 25 uL de H,SO4 2N, e as leituras feitas em
comprimento de onda de 450 nm (Multskan EX, USA). Os limites de deteccdo das
citocinas foram: 7.8 pg/mL para IL-4, 31.25 pg/mL para IL-10 e IFN-y, 15.6 pg/mL e
para TNF-a.

As dosagens de IL-17 e IL-23 foram feitas quantitativamente por ELISA de
captura (e Bioscience), utilizando placas de 96 pocos (Corning Costar 9018). De
acordo com as instrucdes do fabricante. O anticorpo de detec¢éo e a enzima Avidin-
HRP foram adicionados separadamente (100 pL/pog¢o), com tempo de incubagao de
1 h tanto para o anticorpo como para a enzima. Apoés incubacédo, as placas foram
lavadas e foram adicionados 100 uL/pog¢o do substrato (TMB substrate solution), em
seguida foram incubadas durante 15 minutos, e posteriormente foram adicionados
50 upL/pogo da solugdo de parada H,SO, 2 N. As leituras foram feitas em
comprimento de onda de 450 nm (Multskan EX, USA). Os limites de deteccao das
citocinas foram: 30 pg/mL para IL-17 e 8 pg/mL para IL-23.

4.9.4 Obtencéo de esplendcitos para imunofenotipagem

Apés 8 dias da ultima imunizacédo, os animais foram sacrificados, retirando-se
0 baco para determinar a presencia de células T de memoria e células Thl7. O
tecido foi macerado em meio RPMI estéril e as hemacias foram lisadas com 5 mL de
solucéo salina 0.2% (4 °C) durante 30 s. Posteriormente foram acrescentados 5 mL

de solugédo salina 1,6% (4 °C) para recuperar a isotonicidade. As células foram
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contadas em Camara de Neubauer e a viabilidade destas foi determinada utilizando-
se o teste de exclusdo com azul de Trypan, sendo que a viabilidade esteve sempre
em torno de 90%.

4.9.5 Imunofenotipagem por citometria de fluxo

Os esplendcitos foram distribuidos em placas de 96 pocgos de fundo em “U”,
numa quantidade de 10° células/poco. Para a marcacdo de moléculas de superficie
foram utilizados anticorpos anti-CD4 PerCP-Cy 5.5 (clone RM4-5, 2 ug/mL), anti-
CD44 FITC (clone IM7, 2 uyg/mL) para o fendtipo de memoria. Para células do
fen6tipo Th17 foi utilizado anti-CD4 FITC (clone RM4-5, 6 uyg/mL) como marcador de
superficie. As células foram incubadas com os anticorpos durante 30 minutos a 4 °C.
Apos este periodo, as células foram lavadas com PBS acrescido de 3% de Soro
Fetal Bovino (PBS+3% SFB). As células com marcacgdo para o fen6tipo memoria
(CD4/CD44) foram fixadas com paraformaldeido (PFA) 1% e refrigeradas.
Posteriormente, realizou-se a fixacdo e permeabilizacdo das células marcadas com
anti-CD4 FITC, para proceder a marcagédo para RORyt utilizando o anticorpo anti-
RORyt (clone AFKJS-9, 2 ug/mL). A fixacdo e permeabilizacdo foram realizadas
utilizando o kit “Foxp3 Staining Buffer Set” (e-Bioscience), seguindo as instru¢des do
fabricante. Como controle foram utilizadas células ndo marcadas e tubos FMO
(fluorescence minus one), com 0s quais apresentam marcacdo para todas as
moléculas de interesse menos uma delas (BAUMGARTH; ROEDERER, 2000). As
células foram incubadas novamente por 30 minutos a 4 °C e lavadas com 100 pL de
“permeabilization buffer” (e-Bioscience). Apds a lavagem, foram adicionados 200 uL
de PFA 1% e procedeu-se a aquisicdo dos dados pelo citbmetro de fluxo
(FACSCanto Il - BD, Bioscience). A analise das amostras adquiridas foi realizada

utilizando o software FlowJo 7.2.4 (TreeStar).

4.10 Determinacdo do diametro médio, distribuicdo de tamanho,

polidispersdes e potencial Zeta para os complexos P10/ Adjuvante

O tamanho das particulas (média do diametro Dz), a distribuicdo de tamanho,
a polidispersdo e o potencial Zeta dos complexos formados pelos diferentes

adjuvantes e pelo peptideo (P10) foram determinados utilizando o ZetaPlus-
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ZetaPotential Analyzer (Brookhaven Instruments Corporation, Holtsville, NY). O
equipamento dispde de um laser de 677 nm e dinamica de disperséo da luz (PCS) a
90° para o dimensionamento das particulas. O diametro médio foi obtido pelo ajuste
dos dados numa lista de distribuicdo normal que abrange todas as particulas em
dispersdo como pertencentes a uma Unica populacdo de Gauss. A distribuicdo do
tamanho dos dados foi ajustada por meio de um software que utiliza um algoritmo de
NNLS non-negatively constrained least squares, uma técnica independente que
permite alcancar uma distribuicdo multimodal. O potencial Zeta () foi determinado a
partir de mobilidade eletroforética (u) em agua glicosada 287 mM glicose e a
equacao de Smoluchowski: {=un/e, onde (n) indica a viscosidade do meio e (g)
representa a constante dielétrica do meio (LINCOPAN et al., 2009). Cada valor

representa a media de até 20 medicOes individuais + desvio padréo.

4.11 Analise estatistica

Os resultados de UFCs e os niveis de citocinas foram analisados utilizando-se o
software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Inc., San Diego, CA). A analise de
variancia (ANOVA) foi realizada seguida do pos-teste de Tukey. Os valores de p <

0.05 indicam significancia estatistica.
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5 RESULTADOS

5.1 Unidades formadoras de col6nias dos camundongos BALB/c infectados e
imunizados ou nao, com peptideo 10 (P10)

Ap6s 30 dias de infecgdo, foram iniciadas as imunizagbes com 3 doses (uma
por semana) de P10 associado ou ndo aos diferentes adjuvantes. Apos 52 dias de
infeccdo foi avaliado o grau de infeccdo, através das unidades formadoras de
colénia, recuperadas dos 6rgaos (pulmado, baco e figado). Observamos que nos
pulmdes de camundongos imunizados com P10 junto com os diferentes adjuvantes,
o numero de UFCs foi reduzido significativamente, em relacdo ao controle (Figura 2).
N&o foi observada disseminacdo do fungo para érgaos como o baco e o figado nos
grupos de animais que receberam imuniza¢cdes com o P10 (dados ndo mostrados),
demonstrando a efetividade do peptideo no controle da Paracoccidioidomicose
experimental. A carga fungica foi de 625 + 60 UFC/g de tecido nos bacos e de 296 *
59 UFC/g de tecido nos figados dos animais controle infectados, ndo imunizados.
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Figura 2 - Unidades Formadoras de Colbnias de pulm&o de camundongos BALB/c
infectados i.t. com 3 x 10° células de P. brasiliensis e tratados nos dias
30, 37 e 44 apbs infeccdo com os diferentes adjuvantes, associados ou
nao com P10

15000+

UFC/g de Tecido

INF ALU FLA CFA CLI AP10 FP10 CFP10 CP10

Os animais foram sacrificados 52 dias ap6s infeccdo. Foram utilizados, como controles, animais
somente infectados e ndo-tratados (INF), animais infectados imunizados com alumen (ALU) ou com
P10 (AP10), imunizados somente com FIiC flagelina (FLA) ou associada com P10 (FP10), imunizados
com adjuvante completo de Freund (CFA) ou com P10 (CFP10), imuniza¢do unicamente com lipideo
catidnico (CLI) ou com P10 (CP10). * p <0,05: diferenca entre animais imunizados com o peptideo
associado com os adjuvantes e o controle (s6 infectado), ** p<0,01. Fonte: Mayorga et al., 2012.

5.2 Quantificacdo das citocinas TNF-a, IFN-y, IL-4, IL- 10 no homogeneizado de

pulméo dos camundongos BALB/c infectados e imunizados com o P10

As dosagens de citocinas foram feitas, quantitativamente, por ELISA de
captura (BD PharMingen, San Diego, CA), utilizando como amostra 0 macerado de
pulmao, ressuspendido em inibidor de proteases (Sigma-Aldrich). Com o objetivo de
verificar o perfil de resposta imune para cada um dos grupos imunizados com P10
junto com os adjuvantes, foram dosadas as citocinas TNF-a e IFN-y, predominantes
em respostas do tipo Thl e as citocinas anti-inflamatorias IL-4 e IL-10 (tipo Th2).

Em comparacdo com os animais controle (INF), IFN-y teve um incremento
significativo nos camundongos que receberam P10 associado com o lipideo
catibnico e com flagelina (Figura 3A), enquanto que os niveis de TNF-a s6 foram
incrementados no grupo de camundongos imunizados com P10 e o lipideo catiénico
(Figura 3B). Com relacdo aos niveis de IL-4 (Figura 3C) e IL10 (Figura 3D), os
animais imunizados com P10 junto com o lipideo ou com FliC apresentaram uma

reducdo significativa. Embora as imunizacbes com o peptideo e Alumen também
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tenham reduzido os niveis de IL-10, os niveis das outras citocinas analisadas nao

foram alterados.

Figura 3 - Deteccao de citocinas no tecido pulmonar de camundongos BALB/c apés
52 dias de infeccao.
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(A) IFN-y, (B) TNF-a, (C) IL-4 e (D) IL-10. Cada grupo foi infectado i.t. com 3 x 10° células de P.
brasiliensis e imunizados nos dias 30, 37 e 44 ap6s infeccdo com os diferentes adjuvantes,
associados ou ndo com P10. Os grupos de camundongos sdo: animais infectados ndo imunizados
(INF), animais infectados e imunizados com alumen (ALU) ou com alumen + P10 (AP10), imunizacéo
somente com FIliC flagelina (FLA) ou associada com P10 (FP10), imuniza¢do unicamente com lipideo
catiénico (CLI) ou com o lipideo + P10 (CP10). * (p <0,05): diferenca entre animais imunizados com o
peptideo associado com os adjuvantes e o controle (s infectado), ** p<0,01. Fonte: Mayorga et al.,

2012.

5.3 Histologia do pulmdo de camundongos BALB/c infectados

intratraguealmente com Pb18 e imunizados, ou ndo, com P10

Observa-se, na figura 4 a comparacdo da histopatologia, pela coloracéo

hematoxilina/eosina (HE), dos diferentes grupos imunizados e 0s grupos controle: no
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grupo néo infectado (Figura 4A) observa-se o tecido pulmonar conservado, enquanto
gue o grupo somente infectado (Figura 4B) apresenta um parénquima pulmonar
comprometido com grande infiltrado celular e uma elevada quantidade de células
fungicas disseminadas pelo tecido. No caso dos camundongos imunizados s6 com
lipideo catidnico, observa-se a formagédo de granulomas frouxos com muitas células

fungicos (Figura 4C).

Nos pulmdes de camundongos imunizados com P10 e Lipideo catibnico
observa-se um parénquima pulmonar conservado com auséncia de células fungicas
(Figura 4D), quando comparados ao grupo somente infectado. No grupo de animais
imunizados com flagelina associada ao P10 foi observada uma diminuicdo da carga
fungica nos pulmdes, o parénquima pulmonar se encontra inflamado com formacéo
de granulomas que evitam a disseminacdo do fungo, (Figura 4F). O grupo de
camundongos imunizados com alumen associado ao P10 apresentou uma pequena
reducdo do numero de leveduras. Neste grupo, as leveduras se encontram

disseminadas no tecido onde se observa a inflamacéao (Figura 4H).
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Figura 4 - Histopatologia de pulmdes de camundongos BALB/c infectados i.t.,
imunizados 30 dias apos infeccdo com P10 associado ao lipideo
catidnico, FIiC Flagelina e Alumen.

Os grupos de animais incluem: (A) grupo néo infectado, (B) grupo infectado ndo imunizado, (C)
infectado e imunizado com o lipideo catidnico, (D) infectado e imunizado com o lipideo catidnico +
P10, (E) infectado e imunizado com FIiC flagelina, (F) infectado e imunizado com FliC flagelina + P10,
(G) infectado e imunizado com alumen, (H) infectado e imunizado com alumen + P10 apds 52 dias de
infec¢do. Coloracdo HE, 10X. Fonte: Mayorga et al., 2012.
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Na figura 5, observa-se a histopatologia pulmonar, em coloragdo Masson’s
trichrome, dos grupos infectados e imunizados com P10 associado com oS
adjuvantes, comparados com o0 grupo controle (somente infectado) onde podemos
observar a elevada concentracéo de fibras de colageno do tipo 1, com infiltrado de
células e presenca de células fungicas (Figura 5A). No grupo de camundongos
imunizado com P10 e o lipideo catidénico observa-se o tecido pulmonar conservado
com auséncia de fibras de colageno do tipo 1 e de células fungicas (Figura 5D).
Igualmente, as imunizagcbes com P10 e FliC Flagelina (Figura 5B) mostraram a
conservacao do tecido pulmonar, com auséncia de células fungicas, mas com
presenca de fibras de colageno, enquanto que o grupo de camundongos imunizado
com P10 e alumen (Figura 5C) apresenta granulomas grandes contendo células
fungicas e a formacéao de fibras de colageno na periferia do granuloma.

Figura 5 - Histopatologia de pulmdes de camundongos BALB/c infectados i.t.,
imunizados 30 dias apls infeccdo com P10 associado ao lipideo
catibnico, FliC Flagelina e Alumen.

(A) Controle (somente infectado) (B) infectado e imunizado com Flic flagelina+P10, (C) infectados e
imunizados com Alumen+P10, (D) Infectados e imunizados com lipideo catiénico+P10. 52 dias de
infeccdo. Coloracdo Masson’s trichrome, 40X. A coloracdo azul junto com as setas indicam a
presenca de fibras de colageno do tipo |. Fonte: Mayorga et al., 2012.
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5.4 Caracterizacdo de células T com feno6tipo de memaéria no baco. Animais

imunizados com o peptideo P10 associado aos diferentes adjuvantes

Com o objetivo de identificar a geracdo de células de memdria no baco dos
animais que foram submetidos a imunizacdo com o peptideo P10, associado aos
diferentes adjuvantes, foi utilizada a marcacdo para as moléculas CD4 e CD44
(DUTTON et al., 1998; GERBERICK et al., 1997). A marcacao foi realizada apés a
obtencédo dos esplendcitos. Os grupos de animais imunizados sé com o peptideo ou
associado com os adjuvantes, diferem significativamente nas porcentagens de

células T CD4" CD44" com relacéo aos grupos controle (Figura 6).

Figura 6 - Caracterizacéo de células T com fenétipo de memdéria CD4* CD44™.
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A. Porcentual de linfécitos do baco com fenétipo de memoria TCD4" CD44" em camundongos
imunizados com o peptideo P10 (P10) associado com o lipideo catiénico (CP10), Flagelina (FP10),
Alumen (AP10) e adjuvante completo/incompleto de Freund (CFP10). Como controles foram usados
esplendécitos de animais ndo infectados (NINF) e animais infectados ndo imunizados (INF). ###
(p<0,001): relativo aos animais ndo infectados. **(p< 0,01) e *** (p< 0,001): relativos aos animais
controle infectados, ndo imunizados. B. Gréficos de Dot Plot representam um dos experimentos
realizados.
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5.5 Caracterizacdo de células T CD4"/RORyt" no bago. Animais imunizados

com o peptideo P10 associado aos diferentes adjuvantes

Foi realizada a imunofenotipagem para caracterizacdo de células Th1l7 dos
esplendcitos provenientes dos animais imunizados com o P10 junto com o0s
adjuvantes, para o qual foram usados os marcadores CD4 e RORyt. Houve um
incremento significativo na geragéo de linfocitos T com fendtipo Th17 nos grupos de
camundongos imunizados com o peptideo P10, associado ou ndo, aos adjuvantes,
isto quando comparados com o0 grupo de animais ndo desafiados (NINF). Os
animais que foram imunizados com o peptideo associado, tanto a flagelina como ao
lipideo catibnico, apresentaram um incremento significativo na porcentagem de
linfécitos T CD4" RORyt", quando comparados com os animais controle (infectados,

nao imunizados), conforme é observado na figura 7.

Figura 7 - Caracterizacéo de células T CD4" RORyt" no bago.
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A. Porcentual de linfcitos do baco com fendtipo Th17 CD4" RORyt" em camundongos imunizados
com o peptideo P10 (P10) associado com o lipideo catidnico (CP10), Flagelina (FP10), Alumen
(AP10) e adjuvante completo/ incompleto de Freund (CFP10). Como controles foram usados
esplenécitos de animais ndo infectados (NINF) e animais infectados ndo imunizados (INF). #
(p<0,001) relativo aos animais controle aos animais controle infectados, ndo imunizados. *(p< 0,05) **
(p< 0,01) e *** (p< 0,001) relativos aos animais nao infectados. B. Graficos de Dot Plot representam
um dos experimentos realizados.
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5.6 Analise de tamanho e potencial zeta dos adjuvantes associados com o
peptideo P10

Figura 8 - Distribuicdo de tamanho (Dz) e Potencial zeta (¢) do lipideo catidnico e o
peptideo P10 em dispersao.
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As medidas foram obtidas ap6s uma hora de interac@o entre DDA e P10 utilizando forca idnica baixa
em solugdo (287 mM glicose). As medicdes foram feitas no Zeta potential analyzer Brookhaven
Istruments. Para cada ensaio foi usado um volume de 1.5mL cada medida corresponde a uma media
de 10 medic¢des + o desvio padréo.
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6 DISCUSSAO

O peptideo P10 (QTLIAIHTLAIRYAN) possui caracteristicas imunoprotetoras
importantes para o desenvolvimento de uma vacina terapéutica (TABORDA et al.,
1998), e pode ser associado com drogas antifungicas no tratamento da
Paracoccidioidomicose. Marques et al. (2008) observaram o papel adjuvante do
peptideo na imunoprotecdo de camundongos infectados com P. brasiliensis,
sugerindo sua utilizagcdo para melhorar a quimioterapia e prevenir a recidiva da
doenga.

A inducdo de uma resposta Thl dominante é importante para o controle das
infeccbes causadas por fungos, onde a producao de citocinas como IL-12, IFN-y e
TNF-a é indispensavel para resolver este tipo de infeccbes (CUTLER; DEEPE;
KLEIN, 2007). O efeito protetor do peptideo esta relacionado a indugéo da resposta
imune tipo Thl dependente de IFN-y (TABORDA et al., 1998), o qual pode ser
potencializado mediante associagdo com adjuvantes que permitam a captacao
eficiente pelas células dendriticas, levando ao incremento da apresentacdo do
peptideo para a geracdo da resposta imune celular (AMARAL et al.,, 2010;
MAGALHAES et al., 2012).

A funcdo imunoprotetora do peptideo tem sido demonstrada inclusive em
formulacdes que ndo requerem do CFA. A incorporacdo do P10 em nanoparticulas
de PLGA, associado ao tratamento com sulfametoxazol/trimetoprim levou a reducéo
da carga fungica em camundongos desafiados com P. brasiliensis (AMARAL et al.,
2010). A aplicacao de células dendriticas pulsadas com P10 é altamente efetiva no
controle da infeccdo, mediante a producdo de citocinas como IL-12 e IFN-y e a
reducéo dos niveis de citocinas anti-inflamatérias como IL-10 e IL-4 (MAGALHAES
et al., 2012). Estes resultados foram também observados aplicando vetores
plasmidiais contendo o inserto P10, corroborando o potencial do peptideo como
vacina (RITTNER et al., 2012).

Nos nossos resultados observamos uma reducdo significativa da carga
fungica nos pulmdes de animais que receberam o peptideo associado com 0s
adjuvantes (Figura 2). A associacao do lipideo catiénico com P10 demonstrou uma
maior eficdcia na diminuicdo das UFC, sugerindo que, a formulacdo Lipideo
Catibnico/P10 pode gerar uma melhor resposta imune mediada por células do tipo

Thl, caracterizada pela secrecdo da citocina IFN-y, cuja produgado foi
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significativamente maior quando comparada com o controle (INF) (Figura 3A). A
producdo de IFN-y € importante para a ativagdo de macrofagos peritoneais e
pulmonares, com efeito fungicida, tanto para leveduras como para conidios do P.
brasiliensis (BUISSA-FILHO et al., 2008; GONZALEZ et al., 2003).

Estudos realizados com o lipideo catibnico, associado com proteinas
recombinantes hsp de Mycobacterium leprae, demostram a habilidade do adjuvante
na apresentacdo destes antigenos nas células dos linfonodos ao mesmo tempo que
estimulam a producédo de altos niveis de IL-12 e IFN-y, o que sugere a importancia
do lipideo catidnico na formulacdo de vacinas contra bactérias intracelulares, assim
como, também pode ser utilizado em formulagcbes contra protozoérios (LINCOPAN
et al., 2009)

A producao de IFN-y é necessaria para a sintese de TNF-a pelos macréfagos,
sendo indispensavel para o acumulo dessas ceélulas e sua posterior diferenciacéo
em células epitelidides. IFN-y também é responsavel pela formagdo e manutengao
dos granulomas, favorecendo assim o controle na disseminacdo de P. brasiliensis
(SOUTO et al., 2000).

Conforme € observado na figura 3B, os niveis de TNF-a aumentaram
significativamente no grupo de animais imunizados com o lipideo catidnico,
associado ao P10, o que pode-se relacionar diretamente com a reducdo da carga
fungica nos pulmdes, considerando que o efeito sinérgico entre IFN-y e TNF-a é
essencial para o desenvolvimento efetivo da atividade fungicida contra P. brasiliensis
(FORTES et al., 2011)

Nas lesbes granulomatosas da pele e mucosas de pacientes com PCM, a
expressdo de TNF-a encontra-se distribuida em de forma difusa na derme, sendo
expressada nas células mononucleares do infiltrado inflamatoério que rodeia o
granuloma. As células dendriticas expressando TNF-a sao arranjadas rodeando os
granulomas, sugerindo o envolvimento precoce desta citocina apds o contato do
fungo com o hospedeiro (FORTES et al., 2011; PAGLIARI;SOTO, 2003; PARISE-
FORTES et al., 2006).

Tem sido descrito que pacientes com a doenca ativa apresentam deficiéncias
na geracao da resposta imune celular, caracterizada pela diminui¢cdo da sintese de
citocinas do tipo Thl e niveis elevados de IL-4, IL-5, IL10 e TGF-[3, correspondentes
ao padrao Th2. Estas citocinas tem um papel supressor da resposta imune celular,
dificultando o controle da doenca no hospedeiro (BENARD et al., 2001; KASHINO et

55



Discussao
Oriana Mayorga N.

al., 2000).

ImunizagBes realizadas com P10 associado com drogas antifungicas em
animais infectados com o Pb18, induziram a redugéo significativa na producgéo de IL-
4 (MARQUES et al., 2008). Nossos resultados também mostraram esta reducdo
para as imuniza¢cdes com P10 e o lipideo catidnico (Figura 3C), assim como baixos
niveis de IL-10 (Figura 3D). No entanto, dependendo do grau de inflamacéo gerado
pela resposta Thl, as citocinas do tipo Th2 sdo essenciais para o0 balanco da
resposta imune protetora, reduzindo a ocorréncia de danos teciduais (TRAVASSOS
et al., 2008).

Embora o lipideo catidnico/P10 tenha demonstrado o melhor perfil de
resposta, € importante considerar a funcédo protetora do peptideo P10 associado
com FIiC flagelina. Na figura 2, podemos observar a redugéo significativa no niumero
de UFC, assim como o perfil de citocinas, que esta direcionado ao padrdo de
resposta pro-inflamatéria, com producéo significativa de IFN-y (Figura 3A) e reducao
nos niveis de citocinas anti-inflamatorias 1L-4 e IL-10 (Figura 3C e 3D), contribuindo
de maneira eficiente no controle da carga fangica.

Imunizacbes por via intranasal, realizadas com FIliC Flagelina na forma
profilatica, demonstraram a efetividade da associacdo deste adjuvante com o
peptideo P10 mediante a forte ativacdo da resposta imune dependente de células
TCD4+, o que proporcionou o controle da infeccdo fuangica em modelo murinho de
PCM. Esta estratégia vacinal induziu a niveis elevados de IFN-y e IL-12 nas células
pulmonares e a uma baixa producéo de citocinas Th2 como IL-10 e IL-4 (BRAGA et
al., 2009).

Com relacdo a funcdo do alumen como adjuvante, foram observadas
diminuicdes significativas no numero de UFCs (Figura 2) assim como nos niveis de
IL-10 (Figura 3D). A reducado da carga fangica usando alumen como adjuvante foi
também observada por Marques (2007), neste trabalho foi feita a comparacéo entre
os adjuvantes MPLA, alumen e CFA associados ao P10. O melhor resultado foi
obtido com MPLA, seguido de alumen e CFA apés 90 dias de infeccdo. O alumen
estimula a producao de citocinas como IL-4, IL-5 e IL-10 pelas células Th2, sendo
mais adequado para a inducdo da resposta imune humoral, com uma alta producéo
de anticorpos (REED et al., 2009). Em nossos estudos, apesar de termos observado
uma reducgdo nos niveis de IL-10, os niveis de IL-4 encontram-se similares aos do

grupo controle (Figura 3C), assim como 0s niveis das citocinas pro-inflamatérias nao
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foram alterados de forma significativa (Figura 3A e 3B). Desta forma, € possivel
inferir que o efeito protetor do peptideo ndo é potencializado quando encontra-se
associado com o alumen.

A efetividade do peptideo P10 tem sido demonstrada utilizando CFA como
adjuvante (MARQUES et al., 2006; MARQUES et al., 2008; TABORDA et al., 1998).
Nossos resultados corroboram com esses achados, onde foi observada reducao
significativa das células fangicas nos pulmdes dos camundongos desafiados com
P.brasiliensis (Figura 2). Os mecanismos de acao do CFA permitem que a resposta
induzida pelo P10 seja prolongada, evitando que o peptideo seja metabolizado
rapidamente. Além disso, a composicdo do CFA tem um efeito imunoestimulatério,
participando na geracdo da resposta pro-inflamatoria requerida para controlar a
infeccdo de P. brasiliensis. Apesar das vantagens do CFA como adjuvante na PCM
experimental, a sua aplicacdo € limitada para formula¢gdes vacinais em humanos e
animais, devido aos possiveis efeitos colaterais, principalmente pela geracdo de
granulomas nos locais de injecao.

A interacdo de P. Brasiliensis com o hospedeiro estimula a producdo de
citocinas como TNF-a pelas células fagociticas, ocorrendo dano tecidual através da
producdo exacerbada de metabolitos intermediarios do oxigénio, colagenase,
ativacdo de moléculas de adeséo e proliferacdo dos fibroblastos (FORTES et al.,
2011). A analise histopatologica, com coloracdo por hematoxilina/eosina (HE), dos
animais controle somente infectados (Figura 4B), mostrou um parénquima pulmonar
comprometido, com infiltrado celular e presenca de células fangicas, enquanto que,
nos animais imunizados com o Lipideo catiénico/P10 foi observado um parénquima
pulmonar mais conservado, com auséncia de granulomas e de leveduras (Figura
4D).

A formacdo de granulomas compactos observados (Figura 4F) assim como 0s
niveis de citocinas obtidos com FliC Flagelina/P10, pode estar associado a via de
administracdo, considerando que as imunizacdes foram feitas pela via subcutanea, e
de acordo com Braga et al. (2009), € possivel obter um melhor resultado na resposta
guando as imunizacdes sao feitas pela via intranasal.

A fibrose pulmonar é uma sequela da PCM, causada provavelmente pelo
estimulo antigénico persistente e a subsequente resposta imune, gerando uma

alteracdo funcional dos pulmdes, que inclusive pode aparecer apos a terapia com
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antifuingicos (NARANJO et al., 2010). Assim, é importante que os adjuvantes usados
nao induzam uma resposta imune exacerbada.

Estudos realizados com camundongos BALB/c infectados pela via intranasal
com conidios de P. brasiliensis apresentaram um incremento progressivo da
producdo de fibras de coldgeno do tipo | e Ill (reticulina). No periodo de 4 a 8
semanas apo6s infeccdo, foi observada a formacdo de granulomas epiteliais
compostos de células PMN, com presenca de fibras finas de colageno do tipo |
localizadas no meio dos infiltrados celulares. As fibras de reticulina podem formar
redes expandidas sobre as areas inflamatorias, e aparecer também fragmentadas,
ocupando a area central dos granulomas (RESTREPO et al., 1992). No nosso
trabalho, foi realizada a coloracdo de masson’s trichrome para a identificacdo de
fibras de colageno do tipo I, as quais podem ser observadas de cor azul no grupo
controle (Figura 5A), concentradas no infiltrado celular e proximas as células
fungicas.

A associacdo do lipideo cationico com P10 levou a diminuicdo da fibrose
pulmonar dos camundongos infectados com Pbl18 (Figura 5D) junto com a
recuperacdo do tecido, contribuindo assim no desenvolvimento da resposta
imunoprotetora contra paracoccidioidomicose experimental. Embora os grupos
imunizados com alumen (Figura 5C) e FIliC flagelina (Figura 5B) associados ao P10
tenham apresentado uma menor inflamacdo do tecido pulmonar, estes ainda
apresentam uma pequena formacao de fibras de colageno, e no caso do alumen,
com granulomas contendo células fangicas.

Com o objetivo de estudar os fatores genéticos associados ao desenvolvimento
da PCM e de estudar as diferencas da resposta imunolégica entre as formas clinicas
da doenca, foi proposto um modelo experimental usando linhagens murinas
geneticamente resistentes ou suscetiveis (CALICH et al., 1985). Camundongos da
linhagem B10.A mostraram-se susceptiveis a infeccéo i.p. por P. brasiliensis sendo
associado com a forma aguda da doenca em humanos. Pelo contrario,
camundongos A/Sn ou A/J foram resistentes a infeccdo, representando a forma
crbnica. O modelo experimental com camundongos da linhagem BALB/c, é um
modelo crénico, considerando que estes encontram-se num estado intermediério,
sendo capazes de controlar a infeccdo, embora ndo consigam atingir a cura
(CALICH et al., 1985).

A aplicacdo desses modelos permitiram verificar a importancia da resposta
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imune celular na resisténcia a paracoccidioidomicose (CANO et al.,, 1995).
Independente do padrdo de susceptibilidade do hospedeiro, a carga fangica é
controlada principalmente por células TCD8, enquanto que a producao de anticorpos
e reacOes de DTH séo regulados pelas células TCD4 (CHIARELLA et al., 2007). Os
linfécitos TCD4 desempenham um papel protetor em linhagens de resisténcia
intermedia, como é no caso do nosso modelo experimental.

ApoOs a apresentacdo dos antigenos aos linfocitos T naive nos orgéos linfoides,
estes vao se diferenciar em células T efetoras, que depois da eliminacdo do
patégeno vao entrar numa fase de contracdo ou morte, onde aproximadamente 90%
destas células morrem por apoptose (KAECH; WHERRY; AHMED, 2002). As células
gue sobreviverem serado transformadas em células T de memoria. Assim, as células
T de memoria podem ser definidas como qualquer célula T que ja tenha encontrado
0 antigeno e esteja em uma fase poés-efetora (McKINSTRY; STRUTT; SWAIN,
2008). Ao contrario das células T naive, os linfocitos T de memodria podem ser
ativados por quantidades menores de antigeno (LANZAVECCHIA; SALLUSTO,
2001) e podem secretar uma variedade maior de citocinas.

O peptideo P10 leva a proliferacdo de linfécitos T e direciona a resposta
imune para o padrdo Thl, que favorece o controle da infeccdo por P. brasiliensis,
sendo um importante candidato vacinal. Considerando que a geracdo da memodria
imunoldgica a longo prazo é um aspecto importante no desenvolvimento de novas
vacinas (ESSER et al., 2003), nés verificamos a geracao de linfocitos T de memaria
nos animais imunizados com os diferentes adjuvantes, em associagcdo com O
peptideo P10.

Em geral, as células T de memoria sdo encontradas por periodos longos apés
exposicdo ao antigeno e estdo presentes principalmente no sangue e no baco
(DUTTON et al., 1998). Em camundongos, a imunofenotipagem de células de T de
memoria se da através de moléculas de adesdo. Assim, apds a obtencdo dos
esplendcitos, a marcacdo foi realizada usando anticorpos especificos para as
moléculas CD4 e CD44. Os resultados obtidos mostraram um incremento
significativo das porcentagens de linfécitos CD4*CD44™ nos grupos de animais
imunizados somente com o peptideo, ou como este associado aos adjuvantes
(Figura 6). Este achado demonstra que o efeito do peptideo na geracdo de células

de memoria é independente dos adjuvantes estudados.
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Por outro lado, a infec¢cdo por P. brasiliensis também esta implicada na
inducdo de populacbes de memoria, tal como € observado no grupo de animais
desafiados que n&o foram imunizados, 0s quais apresentam um incremento na
porcentagem de linfécitos de memaria, quando comparados com o grupo de animais
gue ndo foram infectados nem imunizados. A exposi¢cdo a um agente infeccioso,
normalmente promove um processo de memodria imunologica, onde as respostas
secundarias sdo mais intensas do que as respostas primarias (SPRENT; SURH,
2002).

Tem sido demonstrado que pacientes com PCM apresentam um incremento
dos niveis de células de T de meméria (CD4'CD45R0O") no PBMC, antes e depois
do tratamento com drogas antifingicas (BOZZI et al., 2007). Neste mesmo estudo,
0S autores argumentam que a geracao de células de memoria ndo € suprimida pela
infeccdo e que estas células séo mantidas, mesmo apos do tratamento, por causa
da presenca de células fungicas no organismo do paciente. Este mesmo processo
imunologico pode ter acontecido no nosso experimento, onde 0 grupo controle
desafiado, ndo imunizado encontra-se constantemente em contato com as leveduras
de P.brasiliensis.

As células de memodria tipicas sdo relativamente quiescentes e precisam
ser reativadas antes de expressar uma funcdo efetora. Uma vez que entram em
contato com um antigeno especifico, estas proliferam e estdo prontas para
desenvolver uma resposta efetora mais sélida, basicamente através da producédo de
citocinas especificas (SPRENT; SURH, 2001). Neste sentido, e de acordo com
nossos resultados, a reativacdo das ceélulas de memodria geradas apés o
desenvolvimento da resposta imune primaria contra P. brasiliensis foi induzida pelo
peptideo P10, o que levou a proliferacdo de células de memdria (CD4*CD44") nos
grupos de animais imunizados com as diferentes formulacdes.

Estudos usando o modelo murino tem demostrado que as células TCD4
podem desenvolver diferentes perfis de resposta dependendo de varios fatores,
como a concentracdo de antigeno, o tipo de receptores que interagem com 0S
antigenos assim como o tipo de citocinas produzidas. Esses perfis de resposta séo
conhecidos como Thl, Th2, Thl7 e T reguladoras (Treg) (AFZALI et al., 2007).

As células Thl7 sdo produtoras de citocinas IL-17 (A-F), IL-22 e IL-23, as
guais sao criticas para a expansao, manutengao e geracdo de uma resposta Thl7, a

gual tem um papel predominante na resposta imune protetora contra doengas como
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candidiase tanto sistémica (HUANG et al., 2004) quanto as de mucosas (CONTI et
al., 2009), mediante a inducédo de fatores de ativacdo de neutréfilos, quimiocinas
inflamatdrias e proteinas antimicrobianas (YANO et al., 2012).

De acordo com nossos resultados, todos animais que receberam P10 tiveram
um incremento da populacédo de linfécitos Th1l7, quando comparados com o grupo
de animais que nao foram desafiados nem imunizados, indicando que possivelmente
0 peptideo tenha um efeito estimulador da proliferacdo deste grupo de células. Isto
considerando que o P10 é o Unico epitopo da gp43 responséavel pela ativacdo de
células TCD4 em camundongos BALB/c (TABORDA et al., 1998).

Entretanto, a porcentagem de células Th17 dos animais controle desafiados,
mas que nao foram imunizados, apresenta um leve incremento com relacdo aos
animais nao desafiados, isto devido provavelmente, ao fato de que os animais
desafiados apresentam um desequilibrio das respostas Thl/Th2, conforme é
observado no perfil de citocinas (Fig. 3), onde ha uma maior producéo de citocinas
anti-inflamatodrias. No modelo experimental da aspergilose, tem sido observado que
o0 incremento da resposta Th2 esta associado a deficiéncias na sinalizacdo do
receptor da citocina IL-17A (IL-17RA), indicando que as células Thl7 tem uma
importante funcdo reguladora, onde atuam como promotoras da resposta Thl, ao
mesmo tempo que restringem a resposta anti-inflamatoria (ROMANI, 2011).

Na PCM experimental, tem sido demonstrada a importancia dos receptores
TLR2 e TLR4 no balanco da resposta imune celular. Enquanto que TLR2 inibe a
ativacdo de Thl7 e estimula o incremento de células Treg, o receptor TLR4 induz o
aumento de células Thl7, inibindo o desenvolvimento de células T reguladoras
(LOURES et al., 2009; LOURES et al., 2010).

A imunidade mediada por células Thl7 esta associada ao recrutamento de
neutrofilos nos locais de inflamacdo. Em camundongos infectados com P.
brasiliensis o incremento de citocinas Th17 é paralelo ao incremento de neutrofilos
nos pulmdes (LOURES et al., 2011). Assim, a polarizacdo da resposta Th17 na PCM
pulmonar estd associada a reacdes inflamatoérias ricas em células PMN, as quais
sdo eficientes no controle da carga fangica. No entanto, estas células também
podem mediar efeitos nocivos, jA que podem causar dano tecidual (LOURES et al.,
2010).

Em nossos estudos foram realizados ensaios para a quantificagdo das

citocinas IL-17 e IL-23 pelo método de ELISA, com o objetivo de verificar a
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participacdo das células Thl7 na resposta contra P.brasiliensis. No entanto, os
resultados ndo permitiram determinar um padréo definido dos niveis destas citocinas
entre 0s grupos de animais analisados (dados ndo mostrados). Desta forma, n&o foi
possivel inferir sobre a participacdo dos neutréfilos no controle da carga fangica
pulmonar.

Com relagdo aos adjuvantes, os animais que foram imunizados com o
peptideo associado, tanto a flagelina como ao lipideo catibnico, apresentaram um
incremento significativo na porcentagem de linfocitos T CD4" RORyt", quando
comparados com os animais controle infectados, ndo imunizados. Em consequéncia,
€ possivel deduzir que os adjuvantes podem potencializar o efeito indutor do P10 na
proliferacdo de células Th17.

A flagelina é reconhecida pelo TLR5, o qual participa na inducdo rapida e
transitoria da transcricdo dos genes de IL-17 e IL-22 nos tecidos linfoides, intestino,
assim como nos tecidos pulmonares mediante ativacdo das células CD3-CD127+
(VAN MAELE et al., 2010). Os autores argumentam que esta resposta também
ativam temporalmente a expressao de genes associados com a resposta Thl7 e
destacam a participacdo das células dendriticas no desenvolvimento desta resposta.

Uma das principais vantagens dos adjuvantes catidnicos consiste na sua
habilidade em apresentar antigenos de carga oposta. Do ponto de vista fisico-
guimico, a formacéo e fragmentos catidnicos em bicamada (bicelas) € um modelo
versatil para apresentacdo de qualquer antigeno, uma vez que duas principais forcas
de interacdo podem ser exploradas: a hidrofobicidade e a interacdo eletrostatica
entre moléculas de carga oposta.

Os antigenos proteicos podem exibir porcbes substanciais de dominios
hidrofébicos em alfa-hélice, que serdo propensos a interagir com as bordas
hidrofébicas do lipideo. Por outro lado, a superficie catibnica das bicelas pode
incorporar residuos carregados negativamente. Esta propriedade ja tem sido
explorada na formulacéo de vacinas utilizando antigenos de Mycobacterium leprae e
Taenia crassiceps, mostrando sua efetividade imunomoduladora, mediante a
estimulacédo da resposta celular e humoral (LINCOPAN et al., 2009).

De acordo com o potencial zeta (¢) calculado na suspensao do peptideo em
agua glicosada, o peptideo P10 apresenta carga positiva (Figura 8A), indicando que
a interacdo entre os fragmentos do lipideo catibnico e o P10 ocorre através de

ligacdes hidrofobicas, possivelmente pelos residuos de isoleucina (1), Leucina (L),
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Tironosina (Y), treonina (T), alanina (A), histidina (H), que fazem parte da estrutura
do P10. A dindmica da formacéo do complexo P10/lipideo cati6bnico (DDA) pode ser
evidenciada pela mudanca nos valores da media do diametro e do potencial zeta,
conforme é observado na figura 8.

A maior adi¢édo de lipideo catiénico (0,5 mM) para uma concentracao fixa de
P10 (200 pg/mL) resulta na reducdo do tamanho dos complexos com aumento da
carga, 0 que demonstra o predominio do lipideo catiénico no sistema (Figura 8D).
Com relacdo as imunizacfes, a menor concentracao de lipideo incorporado é a mais
indicada para prevenir efeitos citotdxicos, assim como a geracdo de uma resposta
pro-inflamatoria exacerbada.

Neste sentido, a melhor condicéo fisico-quimica é apresentada na figura 8C,
utilizando uma concentracdo baixa de lipideo catidnico (0,1 mM), a qual foi
incorporada totalmente no P10. Na figura 8D, pode ser observada uma reducao do
tamanho do complexo P10/lipideo catibnico. Embora o potencial zeta ndo tenha sido
determinado para este complexo, € provavel que a carga positiva tenha
incrementado. Porém, em concentragcdes maiores de lipideo catibnico € possivel a
ocorréncia de uma mudanca na polidispersdo do complexo, levando a diminuicdo
gradual do tamanho até atingir um diametro medio aproximado de 90 nm,
correspondendo a uma maior populacdo de fragmentos numa condi¢cdo de saturacao
de P10.

Por outro lado, as particulas lipidicas catibnicas asseguram que tanto o
antigeno como o adjuvante possam interatuar com o mesmo grupo de APCs,
limitando a distribuicdo sistémica do adjuvante e minimizando os possiveis efeitos
adversos (O’HAGAN; SINGH, 2003). A atividade imunogénica dos complexos pode
estar relacionada com o tamanho, considerando que particulas maiores (500-5000
nm) sao predominantemente captadas por fagocitose, principalmente pelos
macrofagos, enquanto que as de menor tamanho (20-200 nm) sdo captadas com
maior facilidade pelas células dendriticas (FIFIS et al., 2004; O’'HAGAN;
MACKICHAN; SINGH, 2001).

As particulas catibnicas sdo captadas efetivamente tanto pelos macréfagos
como pelas células dendriticas, devido & interacdo eletrostatica que promove a
ligacdo das particulas e a subsequente internalizacdo (LINCOPAN et al., 2009). Nos
nossos resultados, media do didmetro do peptideo é préxima a 1886,9 nm, enquanto

gue em associacdo com o lipideo catiénico, o diametro foi préximo a 3188,9 nm.
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Esses dados nos permitem inferir que o P10 associado ou n&o, com o lipideo
cationico, pode-se ligar preferencialmente aos macréfagos, os quais vao apresentar
0 antigeno aos linfécitos TCD4 para a geracdo da resposta inflamatéria, levando ao

controle da infecgcéo por P. brasiliensis no modelo experimental.
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7 CONCLUSOES

o Verificamos que animais imunizados com o peptideo P10 associado ao lipideo
cationico, FIiC flagelina, CFA/IFA e Alumen reduziram significativamente a
carga fungica dos pulmdes. Entretanto, observamos que o P10 associado ao
lipideo catidnico foi mais eficaz no controle da carga fungica;

o o peptideo P10 associado com o lipideo catiénico induz producédo elevada de
IFN-y e TNF-a, o qual sugere que a resposta imune desenvolvida € mediada

possivelmente por células Thi;

o os pulmdes de animais imunizados com lipideo catibnico e P10 apresentaram
parénquima pulmonar conservado, com diminuicdo significativa de células
fungicas e de fibrose, como consequéncia de uma melhor modulacdo da

resposta imune quando comparado com alumen e flagelina;

o o efeito do peptideo P10 na geracado de células de memoria € independente do
adjuvante com que esteja associado. Enquanto que na geracdo de células
Th17, o estimulo induzido pelo P10 é potencializado quando associado a FliC

flagelina e ao lipideo catibnico;

o a interacao entre os fragmentos do lipideo catiénico e o P10 ocorre através de

ligac®es hidrofobicas;

o o amanho do complexo P10/lipideo catibnico permite a ligacdo com as células

apresentadoras de antigeno, principalmente com macrofagos.
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INTRODUCTION

Paracoccidioidomycosis (PCM), a common chronic mycosis in Latin America, is a gran-
ulomatous systemic disease caused by the thermo-dimorphic fungus Paracoccidioides
brasiliensis. The glycoprotein gp43 is the main antigen target of P brasiliensis and a 15-
mer internal peptide (QTLIAIHTLAIRYAN), known as P10, defines a major CD4"-specific
T cell epitope. Previous results have indicated that, besides having a preventive role
in conventional immunizations prior to challenge with the fungus, protective anti-fungal
effects can be induced in P brasiliensis-infected mice treated with P10 administered with
complete Freund's adjuvant (CFA). The peptide elicits an IFN-y-dependent Th1 immune
response and is the main candidate for effective immunotherapy of patients with PCM,
as an adjunctive approach to conventional chemotherapy. In the present study we tested
the therapeutic effects of P10 combined with different adjuvants [aluminum hydroxide,
CFA, flagellin, and the cationic lipid dioctadecyl-dimethylammonium bromide (DODAB)] in
BALB/c mice previously infected with the P brasiliensis Pb18 strain. Significant reduc-
tions in the number of colony forming units of the fungus were detected in lungs of
mice immunized with P10 associated with the different adjuvants 52 days after infec-
tion. Mice treated with DODAB and P10, followed by mice treated with P10 and flagellin,
showed the most prominent effects as demonstrated by the lowest numbers of viable
yeast cells as well as reductions in granuloma formation and fibrosis. Concomitantly,
secretion of IFN-y and TNF-a, in contrast to interleukin (IL)-4 and 11-10, was enhanced
in the lungs of mice immunized with P10 in combination with the tested adjuvants,
with the best results observed in mice treated with P10 and DODAB. In conclusion,
the present results demonstrate that the co-administration of the synthetic P10 pep-
tide with several adjuvants, particularly DODAB, have significant therapeutic effects in
experimental PCM.

Keywords: Paracoccidioides brasiliensis, paracoccidioidomycosis, P10, adjuvants, dioctadecyl-dimethylammonium
bromide, FliC flagellin, aluminum hydroxide, complete Freund’s adjuvant

gp43 is a glycoprotein of 416 amino acids (Puccia etal., 1986;

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic mycosis that typ-
ically starts as a granulomatous pulmonary disease subsequent
to the inhalation of conidia of the dimorphic fungus Paracoccid-
ioides brasiliensis. When it is not diagnosed and treated properly,
P. brasiliensis yeast cells can spread rapidly to lymph nodes, tegu-
ment, spleen, liver, and lymphoid organs of the digestive tract
(Shikanai-Yasuda et al., 2006). PCM is endemic in Latin America,
mostly affecting rural workers in Brazil, Colombia, and Venezuela
(Wanke and Londero, 1994), and the majorities are involved in
agricultural activities (Blotta etal., 1999; Restrepo etal., 2008). In
Brazil, approximately 1,853 (~51.2%) of 3,583 confirmed deaths
due to systemic mycoses from 1996 to 2006 were caused by PCM
(Prado etal., 2009).

Cisalpino etal., 1996). A specific T-CD4™ cell epitope was mapped
to a 15-amino acid sequence designated P10, which is recognized
by T cells from mice infected with P. brasiliensis. Immunization of
previously intratracheally infected BALB/c mice with P10 reduces
the fungal load in the lungs more than 200-fold as compared
to non-immunized animals (Taborda etal., 1998). P10 immu-
nized animals produced greater amounts of IFN-y and interleukin
(IL)-12. These mice also had significantly reduced damage to
lung tissue. In fact, the immune response elicited by P10 pre-
vents the rapid spread of P. brasiliensis, and we have hypothesized
that P10 administered as with newer adjuvants might enhance
the immunoprotection by the peptide. Hence, we have begun to
investigate the efficacy of different adjuvants co-administered with

www.frontiersin.org

May 2012 | Volume 3 | Article 154 | 1


http://www.frontiersin.org/Microbiology/
http://www.frontiersin.org/Microbiology/editorialboard
http://www.frontiersin.org/Microbiology/editorialboard
http://www.frontiersin.org/Microbiology/editorialboard
http://www.frontiersin.org/Microbiology/about
http://www.frontiersin.org/Fungi_and_Their_Interactions/10.3389/fmicb.2012.00154/abstract
http://www.frontiersin.org/Community/WhosWhoActivity.aspx?sname=NiltonLincopan&UID=31951
http://community.frontiersin.org/people/Luis_C_SFerreira/51950
http://community.frontiersin.org/people/Luiz_RTravassos/52093
http://www.frontiersin.org/Community/WhosWhoActivity.aspx?sname=CarlosTaborda&UID=21278
mailto:taborda@usp.br
http://www.frontiersin.org/
http://www.frontiersin.org/Fungi_and_Their_Interactions/archive

Mayorga etal.

The role of adjuvants in therapeutic protection

P10. Along this line, we have found FliC flagellin, derived from
Salmonella enterica, can significantly modify the Th-1 immune
response associated with P10 (Braga etal., 2009).

Aluminum hydroxide (Alum) is another adjuvant widely
used in human and veterinary vaccines, which is highly effec-
tive in eliciting primary immune responses to target antigens.
Concerning secondary responses, the adjuvant stimulates a Th-
2 immune response that mainly stimulates the production of
antibodies. In this sense it is perhaps less suitable for vac-
cines against intracellular microorganisms (HogenEsch, 2002).
Alum has been associated with severe local reactions such as
erythema, subcutaneous nodules, and contact hypersensitivity
(Baylor etal., 2002).

Promising results have been observed with complete Freund’s
adjuvant (CFA) and P10 (Marques etal., 2008). However, this
adjuvant causes a variety of side effects such as localized injection-
site granulomas, hepatic and renal granuloma formation, and
necrotizing dermatitis. Therefore, the use of CFA has been lim-
ited to experimental immunizations in animal studies. Due to
the severity of adverse reactions, this adjuvant has been banned
for use in humans as well as for non-experimental veterinary
administration (Stills Jr., 2005).

The idea of using cationic lipids (dioctadecyl-dimethylammo-
nium bromide, DODAB) as adjuvants arose from the effective
uptake of microparticles by both dendritic cells and macrophages
(Lincopan etal., 2009). Cationic polymer particles carry antigen
to these phagocytes and can efficiently stimulate antibody pro-
duction and activate cytotoxic T cells at low antigen dose (Singh
etal., 2000; Lincopan etal., 2009). DODAB also induces matu-
ration of dendritic cells (Thiele etal., 2001; Little etal., 2004)
with high levels of IL-12 and IFN-y production, which may be
an important benefit in the design of an anti- Paracoccidioides
vaccine.

In the present work, a comparative appraisal of the various
adjuvants is presented aiming to identify which compound pro-
duces the most effective immune response to P10 using murine
models of PCM.

MATERIALS AND METHODS

ANIMALS

Six male BALB/c mice per group (6- to 8-week old) were housed
in polypropylene cages under specific pathogen free conditions.
Animals used in this study were bred at University of Sao Paulo
animal facility. All experiments involving animals were con-
ducted and approved by the Ethics Committee of University
of Sdo Paulo and conducted in accordance with international
recommendations.

FUNGAL STRAIN

Virulent P. brasiliensis Pb18 yeast cells were used to infect the
animals. The strain was maintained by weekly passage on solid
Sabouraud medium at 37°C and yeast cells were used after 7—
10 days of growth. Before the experimental infection, the fungus
was grown in modified McVeigh—-Morton medium at 37°C for 5—
7 days (Restrepo and Arango, 1980). Fungal cells were washed in
phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.2) and counted in a hemo-
cytometer. The viability of fungal suspensions was determined by

staining with trypan blue (Sigma, St. Louis, MO, USA) and was
always higher than 90%. The virulence of the Pb18 strain was
checked in each experiment by infecting BALB/c mice i.t. and
recovering the yeast cells from the infected organs.

INTRATRACHEAL INFECTION OF BALB/c MICE

BALB/c mice were inoculated i.t. with 3 x 10° virulent Pb18 yeast
cells/animal, grown on Sabouraud agar and suspended in sterile
saline (0.85% NaCl). A maximum volume of 50 Ll was inoculated
per mouse. Briefly, mice were anesthetized i.p. with 200 pl of a
solution containing 80 mg/kg ketamine and 10 mg/kg of xylazine
(both from Unido Quimica Farmacéutica, Brazil). After approx-
imately 5 min, their necks were hyperextended, and the tracheas
were exposed at the level of the thyroid and injected with 3 x 10°
yeast cells.

PEPTIDE SYNTHESIS AND PURIFICATION

Peptide synthesis and purification was carried out at the Depart-
ment of Biophysics, UNIFESP as described previously (Taborda
etal., 1998). HPLC analysis showed that the synthetic P10 in the
amidated form was >90% pure.

IMMUNIZATION OF MICE

Immunization of BALB/c mice (6- to 8-week old males) was ini-
tiated 30 days after infection and repeated on days 37 and 44, by
the subcutaneous route, with 20 pg of P10 in presence of the
respective adjuvant. The adjuvants used were CFA with subse-
quent immunizations with incomplete Freund’s adjuvant (IFA);
Alum 100 pg/ml; FliC flagellin 5 pg/animal, and cationic lipid
at 0.1 mM/animal. All adjuvants were vortexed with the peptide
before immunization. The animals were sacrificed 7 days after the
last immunization, at day 52 of infection.

COLONY FORMING UNITS

For each mouse, the lungs, spleen, and liver were excised and
weighed immediately after sacrifice. Tissues were individually
homogenized in PBS and 100 ! of this suspension was plated on
brain heart infusion medium (BHI; Difco Laboratories, Detroit,
MI, USA), supplemented with 4% fetal bovine serum (Gibco,
NY, USA) and 5% of the spent culture medium of P. brasilien-
sis 192 isolate (Castafieda etal., 1988), streptomycin/penicillin
10 TU/ml (Cultilab, Brazil), and cycloheximide 500 jLg/ml (Sigma,
St Louis, MO, USA). The plates were incubated at 37°C for a
period of 10 days. The numbers of colonies were counted and
results expressed in colony forming unit (CFU) per gram of
tissue.

CYTOKINE ANALYSIS

Lungs of each mouse were macerated with protease inhibitor
(Sigma, St Louis, MO, USA) and centrifuged; supernatants of
these samples were used for cytokine detection. IL-4, IL-10, TNF-
o, and IFN-y were measured using ELISA kits (BD Biosciences,
San Diego, CA, USA). The detection limits of the assays were as
follows: 7.8 pg/ml for IL-4, 31.25 pg/ml for IL-10 and IFN-y, and
15.6 pg/ml for TNF-aq, as previously determined by the manufac-
turer. Cytokine levels present in the supernatant preparations were
analyzed using GraphPad Prism 5.
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HISTOPATHOLOGY

The lungs were excised, fixed in 10% buffered formalin (Merck,
Germany) and submitted to histopathological analysis [(hema-
toxylin and eosin (H&E) and Masson’s trichrome].

STATISTICAL ANALYSIS

Statistics was done using GraphPad Prism 5 software (San Diego,
CA, USA). The results were expressed as mean values and stan-
dard deviations (SDs) of the indicated values. The non-parametric
Tukey’s honestly significant difference test was employed. p-Values
of <0.05 indicated statistical significance.

RESULTS

COLONY FORMING UNITS IN INFECTED BALB/c MICE IMMUNIZED
WITH PEPTIDE 10 (P10)

After 30 days of infection, immunizations were initiated with three
weekly doses of P10 with or without the different adjuvants. After
52 days of infection, the fungal load was evaluated by enumeration
of CFUs from recovered organs (lung, spleen, and liver). Lungs
of mice immunized with P10 along with each of the different
adjuvants had a significantly reduced number of CFU compared
to controls (Figure 1). The order of efficacy for CFU reduction
was cationic lipid and P10 >> CFA/IFA > Alum > FliC. In this
model, we did not recover any fungal cells from the spleens or livers
of mice that received any of the immunizations with P10 (data
not shown), demonstrating the effectiveness of the peptide in the
control of experimental PCM. In contrast, the fungal burdens were
625 % 60 CFU/g of tissue in the spleens and 296 £ 59 CFU/g of
tissue in the livers of unimmunized mice.

CYTOKINE PATTERN INDUCED BY IMMUNIZATION WITH P10
ASSOCIATED WITH ADJUVANTS

In comparison with control infected animals, IFN-y was signifi-
cantly increased in mice that received P10 with either cationic lipid
or FliC (Figure 2A). TNF-a levels were significantly increased only
in mice treated with P10 and cationiclipid (Figure 2B). P10 immu-
nization with either cationic lipid or FliC significantly reduced

15000

10000+

CFU/qg of tissue

5000

FIGURE 1 | Colony forming units (CFU) from lungs of BALB/c mice
infected intratracheally with 3 x 105 yeast cells of Pb18 and
immunized at 30, 37, and 44 days after infection with the different
adjuvants with or without P10. Animals were sacrificed after 60 days of
infection. Control animals were infected by not immunized (IFN). The
adjuvants used were: aluminum hydroxide alone (ALU) or with P10 (AP10),
FIiC flagellin alone (FLA) or with P10 (FP10), complete Freund's adjuvant
alone (CFA) or with P10 (CF10), and cationic lipid alone (CLI) or with P10
(CP10). Significant difference *p < 0.05, **p < 0.01.

levels of IL-4 (Figure 2C) and IL-10 (Figure 2D). Immuniza-
tion with P10 and Alum also reduced IL-10 levels, but did not
significantly alter the levels of the other cytokines analyzed.

LUNG HISTOPATHOLOGY IN BALB/c MICE INFECTED (i.t.) WITH Pb18
AND IMMUNIZED WITH P10

Lung tissues from mice immunized with cationic lipid with or
without P10 were stained with H&E and compared with unim-
munized infected tissues as well as uninfected lungs (Figure 3).
As expected, the non-infected group (Figure 3A) showed nor-
mal lung tissue, and the unimmunized infected lungs (Figure 3B)
showed dense cell infiltrates with high numbers of fungal cells dis-
seminated throughout the lung parenchyma. In the case of mice
immunized only with the cationic lipid, we observed the forma-
tion of loose granulomas with many fungal cells (Figure 3C).
In contrast, lungs of mice immunized with cationic lipid and
P10 showed significantly preserved lung parenchyma without
fungal cells (Figure 3D). The histological appearances of lungs
from mice immunized with either FliC (Figure 3E) or Alum
(Figure 3G) alone were similar to that with cationic lipid alone
(Figure 3C). Immunization of mice with P10 and FliC resulted in
improved granuloma formation in the lungs, which prevents the
spread of the fungus, and increased preservation of normal lung
parenchyma (Figure 3F). Although there was a slight increase in
normal lung parenchyma in mice immunized with P10 and Alum,
there was poor granuloma formation and large numbers of yeast
cells within areas of inflammation (Figure 3H).

The amount of pulmonary collagen type I in mice immunized
with P10 and FliC, Alum, or cationic lipid were compared with
unimmunized infected controls using Masson’s trichrome stain-
ing. Tissues from control mice revealed abundant collagen I fibers
within cellular infiltrates containing large numbers of fungal cells
(Figure 4A). Although no fungal cells were visualized, lungs of
mice immunized with FliC flagellin and P10 nevertheless diffusely
displayed increased amounts of collagen (Figure 4B). Mice immu-
nized with Alum and P10 showed large granulomas containing
fungal cells and the formation of collagen fibers on the granu-
loma’s periphery (Figure 4C). In contrast, mice immunized with
cationic lipid and P10 displayed preserved lung tissue without
increased collagen (Figure 4D).

DISCUSSION

The P10 peptide (QTLIAIHTLAIRYAN) has important immuno-
protective properties that make it a leading candidate for the
development of a therapeutic vaccine (Taborda etal., 1998). We
have also shown that P10 immunization can be utilized concomi-
tantly with standard antifungal drugs in the treatment of PCM
and that co-administration may also prevent disease recurrence
(Marques et al., 2008).

The protective effect of P10 is related to the induction of an
INF-y dependent Th-1 immune response (Taborda etal., 1998;
Travassos etal., 2007), so it may be stimulated by adjuvants or
nanoparticle encapsulation that increase the efficiency of P10
uptake by dendritic cells resulting in the enhanced presentation
of the peptide for cellular immune responses (Amaral etal., 2010;
Magalhaes et al., 2012). In the present work, we show that the asso-
ciation of P10 with cationic lipids led to a significant reduction of
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FIGURE 2 | Cytokine detection was assayed in the lung tissue from
BALB/c mice 52 days after infection. Analyzed cytokines were: (A) IFN-y,
(B) TNF=, (C) IL-4, and (D) 11-10. Each group was infected i.t. with 3 x 10°
yeast cells and immunized at 30, 37 and 44 days after infection with different
adjutants with or without P10. The groups of mice included unimmunized,
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infected control mice (INF); animals infected and immunized with aluminum
hydroxide alone (ALU) or with P10 (AP10), FIiC flagellin alone (FLA) or with
P10 (FP10), and cationic lipid alone (CLI) or with P10 (CP10). *p < 0.05:
significance p < 0.05 compared to control mice (only infected). **p < 0.01:
compared to control mice (only infected).

CFU in the lungs of 52-day infected animals (Figure 1). In con-
trast, animals immunized only with P10 (without adjuvants), had
minimal reductions in fungal burden (not shown data). Hence,
combining adjuvants, such as cationic lipids, with P10 can gener-
ate augmented immune responses mediated by Th-1 cells, directly
related to the secretion of IFN-y (Figure 2A), which leads to peri-
toneal and lung macrophage activation as well as enhancing their
fungicidal effect on yeasts and conidia of P. brasiliensis (Buissa-
Filho etal., 2008). Immunization performed with P10 associated
with antifungal drugs in animals infected with Pb18, has been
shown to induce a significant reduction in IL-4 (Marques etal.,
2008), which we now show also occurs in the setting of immu-
nizations with cationic lipid and P10 (Figure 2C). Moreover, P10
administration with cationic lipid also significantly reduces levels
of IL-10 (Figure 2D). It is worth noting, however, that depending
on the degree of inflammation generated by the Th-1 response,
Th-2 cytokines are essential for balancing the immune response
and reducing the risk of self-damage (Travassos et al., 2008).

Studies with cationic lipids associated with recombinant HSP
of Mpycobacterium leprae have demonstrated the ability of the
adjuvant to promote antigen presentation in lymph node cells
with production of high levels of IL-12 and INF-y, suggesting
that cationic lipid can be useful in the formulation of vaccines
against intracellular bacteria, as well as against protozoa (Linco-
pan etal., 2009). IFN-vy is required for the synthesis of TNF-a by
macrophages and is essential for the accumulation of these cells
and their subsequent differentiation into epithelioid cells. INF-y
is also responsible for granuloma’s formation and maintenance,
and, therefore, it plays a vital role in the control of dissemination
by fungi such as P. brasiliensis (Souto etal., 2000).

Although the cationic lipid/P10 association has demonstrated
the best protective response in the setting of short-term infection
in our murine model, it is relevant also to consider the protective
effect of the association of P10 and FliC flagellin. A significant
reduction in the number of CFU was observed and the cytokine
profile was similar to that achieved with cationic lipid and P10
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FIGURE 3 | Histological sections of murine lungs from i.t. infected
BALB/c mice submitted to immunization with P10 associated to
cationic lipid. Groups of mice included (A) uninfected controls, (B)
unimmunized infected controls, (C) infected and immunized only with the
cationic lipid, (D) infected and immunized with cationic lipid plus P10, (E)
infected and immunized only with FliC flagellin, (F) infected and immunized
with FIiC flagellin plus P10, (G) infected and immunized only with aluminum
hydroxide, (H) infected and immunized with aluminum hydroxide plus P10
after 52 days of infection. H&E staining, x 10 magnification.

(Figures 1 and 2). We have previously shown that prophylactic
experiments performed with FliC flagellin have demonstrated the
effectiveness of the association of this adjuvant with P10 allowing
for the control of fungal infection in vaccinated mice (Braga et al.,
2009). Intranasal immunization carried out with this formula-
tion induced high levels of IFN-y and IL-12 production by lung
cells and suppressed the production of Th-2 cytokines. The for-
mation of compact granulomas (Figure 3F) as well as cytokine
levels obtained with FliC Flagellin and P10, can be associated
to the administration route, since present immunizations were

FIGURE 4 | Histological sections of murine lungs from i.t. infected
BALB/c mice immunized after 30 days of infection with P10 associated
with FIliC flagellin, aluminum hydroxide, or cationic lipid. (A) infected,
unimmunized control mice, (B) infected and immunized with FIiC flagellin
plus P10, (C) infected and immunized with aluminum hydroxide plus P10,
and (D) infected and immunized with cationic lipid plus P10 after 52 days of
infection. Masson'’s trichrome staining, x40 magnification. Blue staining
and arrows indicate type | collagen fibers.

performed subcutaneously, according to Braga et al. (2009), better
results are obtained with intranasal immunizations.

In the lung parenchyma, P. brasiliensis induces chronic dam-
age leading to the development of pulmonary fibrosis, which is
presumably due to persistent antigenic stimulation and an ongo-
ing active immune response. Granulomatous inflammation can
increase the formation of connective tissue rich in collagen type
I and III, leading to functional changes and subsequent fibrosis
in the lung (Naranjo etal., 2010). Since fibrosis is a well-known
sequela of PCM, it is therefore important that the adjuvants used
do not induce an exacerbated inflammatory response. In fact,
the association of cationic lipid and P10 resulted in a signifi-
cant reduction of pulmonary fibrosis in mice infected with Pb18
(Figure 4D).

In summary, we have shown that the examined regimens com-
bining P10 with different adjuvants results in significantly different
protective responses. Administration of P10 with cationic lipid
provided the most effective response profile, with the greatest
reduction in fungal burden and a Th-1 biased cytokine response
that maintained pulmonary architecture without inducing fibrotic
injury.
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