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RESUMO 

 

A paracoccidioidomicose (PCM) é um a micose profunda de natureza 

granulomatosa, causada pelo fungo Paracoccidioides brasiliensis (P. brasiliensis) e 

que compromete preferencialmente o tecido pulmonar. O P. brasiliensis sintetiza 

várias substâncias, dentre estas, destaca-se a glicoproteína de 43 kDa (gp43), a 

qual é considerada o principal componente antigênico do fungo. Dada a importância 

da gp43, anticorpos monoclonais (Mabs) contra esta glicoproteína foram obtidos e 

posteriormente caracterizados. Baseado na hipótese da rede idiotípica, Jerne (1974) 

propôs que cada anticorpo, quando produzido em resposta a um antígeno, induz a 

formação de outros anticorpos dirigidos contra sua região variável, na qual é única. 

Anticorpos anti-idiotípicos, que reconhecem o paratopo, contendo a imagem interna 

do antígeno, são denominados de Ab2- e seu potencial terapêutico tem sido 

explorado em diferentes sistemas. Apesar da molécula de anticorpo ser complexa 

estruturalmente, sabemos que a região Fab, é a responsável pelo mimetismo do 

antígeno. Então, nosso grupo de pesquisa construiu uma nova molécula de 

anticorpo à partir do Mab anti-idiotípico Ab2-, que mimetiza o antígeno gp43 de P. 

brasiliensis, denominada de fragmento variável de cadeia única (scFv). A 

transfecção dessa molécula em células dendríticas (DCs) mostrou ser promissora na 

PCM experimental, visto que estes transfectomas foram eficientes em apresentar a 

proteína scFv às células dos linfonodos, induzindo linfoproliferação, além de 

diminuírem a carga fúngica pulmonar. Visto que a molécula de scFv que possui a 

região de reconhecimento e ativação de linfócitos T mostrou eficiência no modelo de 

terapia na PCM experimental, o principal objetivo deste trabalho foi analisar os 

mecanismos pelos quais os transfectomas de DCs ativam a resposta imune em 

camundongos infectados com o fungo, para que possamos entender melhor a 

capacidade destas células em modular a resposta imune na PCM experimental. 

Dessa maneira, avaliamos a capacidade das DCs trasfectadas com pMAC/PS-scFv 

em migrar para os linfonodos regionais e induzirem uma resposta protetora com 

produção de IgG, bem como, analisamos o fenótipo destas células e produção de 

citocinas. Nosso modelo de terapia com pMAC/PS-scFv mostrou-se eficiente, uma 

vez que observamos diminuição de células T regulatórias nos linfonodos regionais, 

bem como aumento da produção de citocinas como IFN- e IL-12. Ainda, 

observamos aumento do isotipo IgG2b, sugerindo a modulação de resposta imune 

para o tipo Th1, importante na proteção da PCM. 
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ABSTRACT 

 

The paracoccidioidomycosis (PCM) is the nature of granulomatous mycosis 

caused by Paracoccidioides brasiliensis (P. brasiliensis) and preferentially 

compromises lung tissue. The P. brasiliensis synthesizes various substances, among 

these, there is a 43 kDa glycoprotein (gp43), which is considered a major antigenic 

component of the fungus. Given the importance of gp43 monoclonal antibodies 

(Mabs) against this glycoprotein were obtained and further characterized. Based on 

the idiotypic network hypothesis, Jerne (1974) proposed that each antibody, when 

produced in response to an antigen, induces the several of other antibodies 

production against its variable region, which is unique. Anti-idiotypic antibodies that 

recognize the paratope containing the internal image of the antigen are called Ab2 β 

and their therapeutic potential has been explored in different systems. Although the 

antibody molecule is structurally complex, we know that the Fab region, is 

responsible for antigen mimicking. Therefore, our research group has engineered a 

new molecule from the antibody Mab-anti-idiotypic Ab2 β that mimics the antigen 

gp43 of P. brasiliensis, known as single chain variable fragment (scFv). Transfection 

of this molecule on dendritic cells (DCs) has shown promise in experimental PCM, 

since these transfection were effective scFv protein present in the cells of the lymph 

nodes, inducing lymphoproliferation, in addition to reducing fungal burden in the lung. 

Since the scFv molecule that has the region recognition and activation of T 

lymphocytes showed efficiency in therapy model in experimental PCM, the main 

objective of this study was to analyze the mechanisms by which transfected DCs 

activate the immune response in infected mice with the fungus, so that we can better 

understand the ability of these cells to modulate the immune response in 

experimental PCM. Thus, the capacity of transfected DCs with pMAC / PS-scFv to 

migrate to regional lymph nodes and induce a protective response with IgG 

production, as well as analyze the phenotype of these cells and cytokine production. 

Our therapy model with pMAC / PS-scFv was efficient, since we observed decrease 

of regulatory T cells in regional lymph nodes, as well as increased production of 

cytokines such as IFN- and IL-12. Furthermore, we observed increased IgG2b 

isotype, suggesting modulation of the immune response to a Th1 response, the 

protect model of experimental PCM. 

 

Keywords: Paracoccidioidomycosis, dendritic cells and scFv. 
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                                                                                                                                                Introdução 

1. INTRODUÇÃO 

 

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose profunda de natureza 

granulomatosa que exibe uma variedade de manifestações clínicas podendo ser pré-

determinadas, na maioria das vezes, pela integridade do sistema imunológico, sexo, 

idade do paciente, sítio da doença e a duração da infecção (LONDERO et al., 1990 

e RESTREPO et al., 2009).  

A doença compromete primariamente o tecido pulmonar, podendo atingir o 

sistema linfático, o tecido mucocutâneo e, por contiguidade, qualquer outro órgão. A 

PCM foi descrita pela primeira vez em 1908 por Lutz, em pacientes que 

apresentavam granulomas ganglionares e lesões na mucosa oral. Posteriormente, 

Splendore (1912) documentou em seu trabalho quatro novos casos de PCM, isolou 

o agente etiológico em cultura e classificou-o como Zymonema brasiliensis. 

Numerosas tentativas para classificar e nomear esse microrganismo foram feitas até 

que Almeida (1930) criou o novo gênero Paracoccidioides e o fungo foi classificado 

como Paracoccidioides brasiliensis (P. brasiliensis).  

O P. brasiliensis é um fungo dimórfico térmico, que quando cultivado á 

temperatura ambiente de 25°C a 27°C tem crescimento de forma micelial, 

apresentando colônias de aspecto cotonoso, de crescimento lento e, 

microscopicamente, apresenta hifas hialinas delgadas e septadas. Na forma de 

levedura a 35°C- 37°C, o fungo cresce como colônia cerebriforme, que ao exame 

microscópico pode apresentar formas arredondadas ou ovaladas, de dupla parede 

refringente, multibrotantes, com aspecto morfológico, característico de roda de leme 

e com diâmetro variável de 5-30 μm (LACAZ et al., 1991). 

O habitat desse fungo ainda permanece obscuro, no entanto, acredita-se que 

o P. brasiliensis habite o solo, uma vez que tal fungo já foi isolado do intestino de 

tatus selvagens em áreas endêmicas (CADAVID et al., 1993; FRANCO et al., 2000 e 

RESTREPO et al., 2001). Em trabalhadores agrícolas a alta reatividade em testes 

cutâneos com a paracoccidioidina indica mais uma vez o solo como fonte de 

infecção. Um ponto que ajuda a dificultar a investigação do nicho do P. brasiliensis é 

sua capacidade de permanecer por longos períodos em sua forma latente no 

hospedeiro (FRANCO et al., 1989; LACAZ et al., 2002 e RESTREPO et al., 2008).  
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Geograficamente, a PCM está distribuída nos países da América Latina 

(FRANCO et al., 1987). As áreas endêmicas se estendem do México para Argentina, 

porém a prevalência é maior na América do Sul do que na América Central e 

nenhum caso foi relatado na Nicarágua e Chile (RESTREPO-MORENO, 1994). O 

Brasil corresponde a 80% de todos os casos, seguido pela Colômbia, Venezuela, 

Equador e Argentina. Na Colômbia é estimado que 9% da população tenham 

entrado em contato com o fungo.  (BONIFAZ, 2010; BRUMMER et al., 1993 e 

NUCCI, 2009).  

Apesar de a PCM ser considerada a terceira maior causadora de morte entre 

as doenças infecciosas crônicas (WANKE; AIDÊ, 2009), ela não é uma doença de 

notificação compulsória e dessa forma não se pode calcular ao certo a incidência e 

prevalência da doença. Contudo, no Brasil estima-se que a taxa de incidência anual 

seja de 1-3 por 100 000 habitantes e a taxa de mortalidade média de 0,14 por 100 

000 habitantes (SHIKANAI-YASUDA, 2006). 

Blotta e colaboradores (1999) mostrou que o maior número de casos 

registrados no Brasil foi na região sudeste, principalmente no estado de São Paulo, 

seguido pela região sul, principalmente no Paraná, sendo que o maior número de 

mortes ocorreram em pacientes por volta dos 30 anos de idade com prevalência do 

sexo masculino.  

A PCM acomete principalmente trabalhadores rurais, entre 30 e 50 anos de 

idade (HORRÉ et al., 2002), podendo levar à morte ou deixar sequelas, causando 

um significante impacto socioeconômico (McEWEN et al., 1995).  Sua incidência é 

maior em homens do que em mulheres, na proporção de 13 homens para uma 

mulher em áreas endêmicas (LACAZ, 1994). Estudos sugerem que os hormônios 

femininos conferem uma proteção natural contra esta patologia. O tratamento do P. 

brasiliensis com altas concentrações de estrogênio bloqueia a transição da forma 

miceliana (forma infectante do fungo) para a leveduriforme (forma parasitária) 

(LOOSE et al., 1983; RESTREPO et al., 1984; SALAZAR et al., 1988 e CLEMONS et 

al., 1989).  

Estudos realizados por Pinzan e colaboradores (2010) mostraram, em modelo 

animal de castração, a importância de hormônios masculinos e femininos no 

desenvolvimento e progressão da PCM. Os animais foram infectados 

intraperitonealmente com o fungo e após 30 dias de infecção, as células de baço 

dos machos castrados, que foram tratados com estradiol, responderam ao estímulo 
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com paracoccina, com aumento de produção de IFN-γ e diminuição de IL-10, 

produzindo um padrão de citocinas semelhante às fêmeas intactas, nas mesmas 

condições experimentais. Já as fêmeas castradas e tratadas com testosterona 

tiveram aumento na produção de IL-10 e diminuição de IFN-γ, sendo este um padrão 

de citocinas liberados por células de machos intactos. Esses dados confirmam o 

papel importante dos hormônios em determinar susceptibilidade e resistência ao P. 

brasiliensis. 

No homem, várias portas de entrada têm sido sugeridas para o P. brasiliensis, 

incluindo pele, mucosas, trato gastrointestinal e pulmões. No entanto, dados 

experimentais e clínicos suportam a via inalatória como a principal via de entrada 

deste fungo no hospedeiro humano (McEWEN, 1987). A infecção ocorre pela 

inalação do fungo na forma de conídio, forma infectante, que posteriormente irá se 

desenvolver no complexo pulmonar primário. Quando instalado no parênquima 

pulmonar, o fungo passa para a forma de levedura ou forma parasitária 

(RESTREPO; MONCADA, 1972). 

Quando o hospedeiro é incapaz de inibir o crescimento do fungo ao se 

contaminar, a micose se dissemina através da via linfática-hematogênica, levando a 

uma progressão da doença com aparecimento de diversos sinais e sintomas 

(LACAZ et al., 1959).  

As manifestações clínicas estão envolvidas à diversas condições do 

hospedeiro, como sexo, idade, alcoolismo, tabagismo, integridade do sistema 

imunológico e fatores genéticos (MONTENEGRO, 1986).  Tais manifestações 

clínicas permitem o direcionamento de duas formas da doença, a PCM-infecção que 

é caracterizada pela ausência de sinais e sintomas, embora ocorra o 

desenvolvimento de uma resposta imune específica, evidenciada pela reação tardia 

do teste intradérmico com paracoccidioidina (LACAZ et al., 1959), como 

demonstrado em residentes de áreas endêmicas (FAVA; FAVA-NETTO, 1998).  

Na PCM-doença, como hospedeiro não têm capacidade de conter o 

crescimento do fungo, inicia-se o processo de disseminação levando ao início de 

diversos sinais e sintomas que reúne condições para subdividi-la em dois padrões 

distintos, a forma aguda/subaguda (tipo juvenil) e a forma progressiva/crônica (tipo 

adulto), sendo a primeira a forma mais agressiva da doença, enquanto a segunda 

tem desenvolvimento progressivo e lento (BLOTTA et al., 1999 e RICHINI-PEREIRA, 

2009). 
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 A forma aguda/subaguda (tipo juvenil) é habitualmente severa, de evolução 

rápida (meses), que afeta predominantemente jovens de ambos os sexos (GIRALDO 

et al., 1976), e está presente em menos de 10% dos casos. O tipo juvenil é 

considerado uma doença do sistema reticuloendotelial, que pode levar a hipertrofia 

dos nódulos linfáticos, esplenomegalia e hepatomegalia. A resposta imune celular 

geralmente é deprimida, embora ocorra aumento da produção de anticorpos 

específicos (FRANCO, 1986), podendo também ser observado ativação policlonal de 

células B (OLIVEIRA et al., 2002). Mamoni e colaboradores, em 2002, observaram 

que pacientes, com essa forma da doença, apresentavam altos títulos de IgG4, IgE 

e IgA e sugeriram que esses dados em conjunto com a eosinofilia presente 

(MAMONI et al., 2002) e a alta produção de IL-4 e IL-5 pelos linfócitos desses 

pacientes (OLIVEIRA et al., 2002) evidenciam um tipo de resposta Th2, que não é 

uma resposta protetora para PCM (MAMONI et al., 2002). Esta forma é 

diagnosticada principalmente em crianças desnutridas e em adultos com menos de 

30 anos, não havendo diferença entre os sexos (PEREIRA et al.,2004). Geralmente 

é possível observar lesões na pele (43%) principalmente na região da face, perioral, 

pescoço, tronco, podendo também ser observada sobre a genitália masculina. Estas 

lesões podem ser ulceradas ou nodulares e em casos de disseminação extensiva 

elas têm forma papular ou acneiforme (BLOTTA et al., 1999; LONDERO et al., 1990 

e PEREIRA et al., 2004).  

A forma progressiva/crônica (tipo adulto) é a mais encontrada, observada em 

90% dos casos. Sua instalação é lenta e gradual, sendo observada em pacientes 

por volta de 35 à 60 anos de idade, com prevalência no sexo masculino 

(RESTREPO et al., 2008). A presenta resposta imune humoral com baixos títulos de 

anticorpos específicos e resposta celular adequada (OLIVEIRA et al., 2002). 

Paciente com esta forma da doença apresenta altos títulos de IgG1, enquanto os 

títulos de outros isotipos de Ig permanecem baixos e o mesmo é observado em 

relação a presença de eosinófilos (MAMONI et al., 2002).  

Esta forma da doença parece apresentar reativação endógena, onde a 

mesma ocorre anos após o contato com o fungo. Tal fato foi observado na Europa, 

Estados Unidos e Ásia quando pacientes que foram diagnosticados revelaram ter 

deixado países endêmicos anos antes do começo das manifestações clínicas 

(MANNS et al., 1996 e RESTREPO et al., 2008).  
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Pacientes com a forma progressiva/crônica apresentam danos nos pulmões, 

podendo ou não estar associada a lesões extrapulmonares com envolvimento 

adrenal, visceral e na pele (OLIVEIRA et al., 2002). Uma classificação antiga 

subdivide estes sintomas na forma de lesões unifocal ou multifocal (LACAZ et al., 

2002 e LONDERO et al., 1990), porém existem estudos de imagens que têm 

mostrado que a PCM é uma micose multifocal independente de apresentar ou não 

sintomas em apenas um órgão (RESTREPO et al., 2008).  

Apesar da predominância das lesões pulmonares, os sintomas respiratórios 

são mínimos, e quando presentes, estão atribuídos a trabalhadores rurais que têm o 

hábito de fumar (AGUIAR, 2003 e RESTREPO et al., 2008). Os sintomas 

respiratórios mais encontrados são a tosse produtiva com presença de sangue no 

escarro (11% dos casos), dispneia podendo evoluir para insuficiência respiratória 

grave, infiltrados alveolares e intersticiais e lesões fibronodulares que persistem 

mesmo após o tratamento do fungo (NUCCI et al., 2009; RESTREPO, 2008). O 

envolvimento do sistema nervoso central é observado em cerca de 15% dos 

pacientes resultando lesões granulomatosas no parênquima principalmente no 

hemisfério cerebral, podendo também ser encontrada na espinha medular 

(ALMEIDA et al., 2004).  

A forma de disseminação hematogênica está associada à lesões nos pulmões 

que podem originar lesões secundárias envolvendo mucosas (intestinal e retal), 

lesões na mucosa oral e na pele (ALMEIDA, JACKS, SCULLY, 2003; RAMOS-E-

SILVA; SARAIVA, 2008). 

O diagnóstico da PCM é realizado através de métodos diretos, 

histopatológicos e indiretos (diagnóstico sorológico). Os métodos diretos incluem 

observação microscópica direta dos espécimes biológicos do paciente (pus, escarro, 

lavado brônquico, biópsia) seguido pelo isolamento do fungo através de cultivo em 

meio ágar Sabouraud. O teste histopatológico (biópsia de órgão e tecidos) é 

caracterizado por uma resposta inflamatória representada pela formação de 

granuloma, que previne a disseminação do fungo. O granuloma é formado por um 

infiltrado de macrófagos, células gigantes, linfócitos e células epiteliais (RESTREPO; 

MONCADA, 1974; YARZÁBAL, 1977; FRANCO; FAVA NETTO; CHAMMA, 1973).  

Quando os órgãos internos são atingidos, os testes sorológicos têm importante valor 

diagnóstico, entre eles podemos citar imunodifusão (ID), imunoeletroforese, 

aglutinação em partículas de látex, imunoblot, sendo a ID o principal teste para PCM 
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devido sua alta sensibilidade e especificidade. Contudo ensaios de ELISA tem sido 

muito utilizado para diagnóstico sorológico, embora tenha menos especificidade que 

ensaios de ID, devido a reação cruzada, ele tem alta sensibilidade e é um método 

rápido e simples (PAGLIARI et al., 2011; CAMARGO, 2008; ALMEIDA, 2007) 

O P. brasiliensis sintetiza numerosas substâncias (polissacarídeos, proteínas, 

polipeptídeos, lipídeos e glicoproteínas) que reúnem condições físico-químicas e 

biológicas para atuarem como antígenos. Kenetsuda e colaboradores (1972), 

indicaram que a parede celular de P. brasiliensis é constituída por polissacarídeos, 

particularmente α e β-1,3 glucana. A α-1,3-glucana é exclusiva na fase de levedura e 

a β-1,3-glucana presente na fase de bolor. Somada a estas diferenças bioquímicas 

encontra-se também a galactomanana, um componente imunogênico presente em 

maior proporção na fase de bolor, enquanto na fase de levedura são mais 

encontrados glucosaminas e glicoproteínas. 

Em 1977, Yarzabal e colaboradores verificaram que os antígenos liberados no 

sobrenadante de culturas de P. brasiliensis formavam uma banda específica para 

soros de pacientes com PCM em teste de imunoeletroforese. Esta banda mostrou-se 

de importância diagnóstica pela especificidade e frequência com que ocorre em 

soros de pacientes com PCM. Verificou-se, posteriormente, que a banda, 

denominada de E era composta por 2 componentes, E1 e E2. O antígeno E1, com 

atividade de fosfatase alcalina era revelado de forma variável, enquanto que o 

antígeno E2 podia ser visto na imunoeletroforese como sendo específico da PCM. A 

utilização do antígeno E2, em imunodifusão, permitiu identificar reações específicas 

com soros de pacientes com PCM. 

Em 1986, Puccia e colaboradores investigaram a natureza do antígeno E2. 

Utilizando filtrados de cultura e cromatografia em coluna de gel filtração, obtiveram 

três frações (F1, F2 e F3), sendo que apenas a fração F1 mostrou-se imunorreativa 

em imunodifusão. Esta fração apresentou afinidade para a concanavalina A e, 

quando eluída desta lectina, imobilizada em coluna de sepharose e analisada em 

SDS-PAGE, revelou quatro componentes de 43, 55 e 70 kDa e, um componente de 

alto peso molecular, com migração difusa. 

 Estudos de imunoprecipitação com soros de pacientes com PCM 

demonstraram que apenas a glicoproteína com 43 kDa (gp43) era imunoreativa por 

100% dos soros de PCM e não reagia com soros normais (PUCCIA et al., 1991a). 

Posteriormente, verificou-se que a gp43 era o principal componente antigênico 



24 

 

                                                                                                                                                Introdução 

presente nas frações anteriormente descritas por Restrepo e Moncada (1974) e 

Yarzabal e colaboradores (1977). Desde então, este componente antigênico do 

fungo, considerado um marcador sorológico da PCM, vem sendo utilizado no sentido 

de aumentar a especificidade e sensibilidade dos testes sorológicos (CAMARGO et 

al., 1994).  

Várias funções biológicas têm sido propostas para a gp43. Esta glicoproteína 

é constitutivamente expressa nas fases de micélio e de levedura (GOLDANI et al., 

1994) e aparentemente está presente em todos os isolados do fungo analisados 

(LOPES et al., 1994).  Vigna e colaboradores (2006) mostraram um importante papel 

da gp43 na patogênese do P. brasiliensis, quando tal glicoproteína estimulou a 

formação de um granuloma in vitro por células B-1 e macrófagos (VIGNA, 2006). A 

gp43 esta envolvida no mecanismo de instalação da infecção primária, possibilitando 

o estabelecimento e disseminação de P. brasiliensis nos estágios iniciais da infecção 

realizando, pois ela diminui a capacidade dos macrófagos tanto de realizar 

fagocitose (POPI; LOPES; MARIANO, 2002) como também em matar o fungo 

intracelularmente (KONNO et al., 2009).  

Dada à importância da gp43, anticorpos monoclonais (MAbs) dirigidos contra 

esta glicoproteína foram obtidos por Puccia e Travassos (1991b) e posteriormente 

caracterizados por Gesztesi e colaboradores (1996), mostrando que os MAbs anti-

gp43 reconhecem porções peptídicas na molécula alvo, uma vez que nenhuma 

inibição da ligação dos MAbs à gp43 por açúcares pôde ser detectada (GESZTESI 

et al., 1996). Nenhuma reação cruzada, destes Mabs, foi detectada com antígenos 

de Histoplasma capsulatum, Candida albicans e Aspergillus fumigatus em ensaios 

de immunobloting, demonstrando a sua especificidade e sugerindo que esses 

reagentes poderiam ser empregados na detecção sorológica de PCM (CAMARGO et 

al., 1994). Além disso, estes MAbs reconhecem a molécula de gp43, em 

immunobloting, tanto na sua forma integra quanto na desglicosilada (38kDa) 

(PUCCIA; TRAVASSOS, 1991b; GESZTESI et al., 1996). 

Em PCM, demonstraram a existência espontânea da rede idiotípica na 

resposta imune à gp43 de P. brasiliensis em camundongos (SOUZA et al., 1998) e 

em pacientes (SOUZA et al., 2000) com a doença. No primeiro caso, foi observada a 

geração espontânea de anticorpos anti-Id (Ab2) e anti-anti-Id (Ab3) em 

camundongos imunizados com Mabs anti-gp43 (Ab1) e no segundo, a presença de 

anticorpos anti-Id (Ab2) espontâneos em pacientes com PCM.   



25 

 

                                                                                                                                                Introdução 

De acordo com a hipótese da rede idiotípica proposta por JERNE (1974), todo 

anticorpo ao ser específico para um determinado antígeno, apresenta características 

estruturais, funcionais e imunoquímicas próprias que o distingue dos demais 

anticorpos que compõem o repertório de anticorpos de um mesmo indivíduo. Como 

os anticorpos não são expressos durante o desenvolvimento fetal, suas sequências 

da região variável não são reconhecidas como próprias pelo sistema imune. Essas 

sequências são, portanto, vistas como verdadeiros imunógenos pelo indivíduo que 

as produz. 

Baseado nesse princípio, JERNE (1974) propôs que cada anticorpo, quando 

produzido em resposta a um antígeno, induz a formação de outros anticorpos 

dirigidos contra sua região variável, na qual é única. Dessa forma, denominou cada 

determinante antigênico individual da região variável de Id. Em todo anticorpo existe 

um Id particular, que corresponde ao sítio de ligação ao antígeno, sendo então, 

denominado de paratopo.  Os anticorpos anti-idiotípicos que reconhecem o Id que 

compreendem sequências da região variável fora do sítio de ligação ao antígeno são 

chamados de Ab2α, enquanto os anticorpos anti-idiotopo, que reconhecem o 

paratopo, contendo a imagem interna do antígeno, são denominados de Ab2β.  

Os Ab2β têm grande interesse pelos imunologistas, devido mimetizar o 

antígeno original, inclusive em suas funções biológicas (Figura 1). Já os anticorpos 

que reconhecem parcialmente o sítio de ligação ao antígeno, são chamados Ab2 

(BONA; MORAN, 1985). 
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Figura 1. Representação esquemática de anticorpo antígeno específico que 
induzem a produção de anticorpo Ab1 contra sua porção variável. Os Acs Ab1, por sua vez, 
induzem a produção de outros Acs contra seu Id, porém com ligações específicas, onde os Ab2α 
anti-Id se ligarão em sua região variável fora do sítio de ligação do Ag e os Ab2β se ligarão na sua 
porção variável que compreende a porção de ligação ao Ag, sendo estes, reconhecidos pelo 
sistema imune como verdadeiros Ags. 

 

Devido à complexidade e heterogeneidade das populações de anticorpos 

formados nos anti-soros convencionais, não foi possível analisar a especificidade 

fina dos anticorpos anti-Id (Ab2) e anti-anti-Id (Ab3) induzidos pelos Mabs anti-gp43. 

Portanto, híbridomas foram obtidos a partir de camundongos imunizados com Mab 

17c (Ab1), caracterizado anteriormente por Gesztesi e colaboradores (1996) como 

altamente específico para o modelo de PCM, e três hibridomas estáveis Ab2 e 

quatro Mabs Ab3 foram gerados. 

Todos os Mabs Ab2 inibiram (>90%) a ligação da gp43 ao Mab 17c (Ab1) 

sugerindo que estes Mabs anti-Id ligam-se ao paratopo (idiotipo presente no sítio de 

ligação ao antígeno) do Mab Ab1, comprovando assim que os Mabs anti-Id obtidos 

possuem a imagem interna da gp43. Nesse trabalho os autores mostraram que 

soros de pacientes com PCM reconheceram o Mab Ab2β 7B12 em substituição a 

gp43 em ensaio de ELISA, abrindo a possibilidade da utilização desse anticorpo em 

substituição ao antígeno em ensaios sorológicos.  

Em 2004, Souza e colaboradores, utilizando o mesmo Mab Ab2β (7B12) 

mostrou que camundongos imunizados com o Ab2β induziram resposta proliferativa 

de células T, com produção principalmente de IFN-, quando re-estimulados in vitro 

com gp43. Esses resultados comprovaram que o Mab Ab2β 7B12 possui a imagem 

interna do antígeno original (gp43) e contém epitopos responsáveis pela ativação de 
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linfócitos T. Outro resultado importante foi o alto nível de IFN-γ produzido por 

linfócitos T estimulados com gp43, citocina esta, envolvida na proteção da PCM.  

O potencial terapêutico de anticorpos anti-Id Ab2β tem sido explorado em 

diferentes sistemas. Há relatos de produção de anticorpos anti-Id com funções 

protetoras contra vírus da hepatite B (HBV), da influenza, da pólio tipo II; bactérias 

como Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Clamydia 

trachomatis; parasitas como Trypanosoma rhodesiense e Schistosoma mansoni. 

Outras aplicações biológicas para o Ab2β também têm sido propostas, tais como 

mimetização de hormônios, drogas orgânicas e antígenos associados a tumores 

(PAN et al., 1995; BONA, 1996; HERLYIN et al., 1996).  

Desta forma, dadas às propriedades destes anticorpos anti-Id, a sua produção 

mostra-se de grande valor como instrumento de abordagem tanto na elucidação da 

estrutura do antígeno, quanto no estudo do papel biológico da molécula que eles 

mimetizam. 

O anticorpo é uma molécula grande e complexa estruturalmente. Apesar 

desta complexidade, sabemos que apenas a região do anticorpo Fab, é o 

responsável pelo mimetismo do antígeno. Para facilitar a construção de novas 

moléculas de anticorpos, que reconhecem um epítopo de um antígeno, uma nova 

categoria de molécula foi criada por engenharia genética: o fragmento variável de 

cadeia única (scFv do inglês single chain Fragment variable). 

A construção gênica que codifica este fragmento é obtida por meio da 

manipulação dos segmentos gênicos que dão origem às cadeias variável leve e 

pesada de uma determinada imunoglobulina (Figura 2). Como a região variável do 

anticorpo é bem menor em comparação ao gene total, as etapas de clonagem e de 

construção em vetores de expressão e a expressão propriamente dita são 

facilitadas. Para que as cadeias leves e pesadas apresentem na molécula de scFv 

uma conformação funcional, a clonagem é realizada interpondo entre os dois 

segmentos gênicos codificadores das cadeias variáveis uma sequência codificadora 

de um peptídeo linker  hidrofílico e flexível (HUSTON et al., 1991). Este tipo de 

construção tem se mostrado eficiente para a caracterização de diversos tipos de 

anticorpos (BRÍGIDO et al., 1993). 
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 Figura 2. Representação esquemática da molécula de scFv.  A molécula de scFv se 
dá a partir da união da porção gênica variável leve unida a porção gênica variável pesada, do 
anticorpo, por um peptídeo flexor, que dará mobilidade à molécula.  

 

A construção de scFv a partir de MAbs, vem sendo utilizada em vários 

modelos terapêuticos. Abe e colaboradores (2002), mostraram que o MAb 6G6.C4 

mimetiza o antígeno carcinoembriogênico humano (CCEA), gerando uma resposta 

específica para CEA (Ab3) em diversos modelos experimentais. Além disso, scFv de 

MAb 6G6.C4, está sendo ligado ao gene do GM-CSF (fator estimulador de 

granulócitos e monócitos) para que este complexo seja utilizado com a finalidade de 

aumentar a capacidade dessa proteína (scFv Mab 6G6.C4 - GM-CSF) em induzir 

uma resposta imune específica anti-CEA (resposta de Ab3) mais eficiente 

(SCHWEGLER et al., 2005). 

Alguns autores também utilizam a engenharia genética, com produção de 

scFv no intuito de melhorar a resposta terapêutica, ou até mesmo, para fins 

diagnósticos. He e colaboradores (2002), construíram sc-Fv a partir do MAb MC3, 

presente em carcinomas gástricos. A preparação desse sc-Fv de MC3 solúvel, 

tornou-se um importante veículo na aplicação terapêutica. 

Pignatari e colaboradores (2007), mostraram que a imunização de 

camundongos com scFv de MAb anti-Id 6.C4 (mimetiza o antígeno CEA) induziram a 

produção de anticorpos capazes de reconhecerem o antígeno CEA.  

Tem sido demonstrado que o Ab2β é capaz de induzir resposta imune contra 

o antígeno original apresentado, e que possuem importante função 

imunorregulatória (BONA, 1996; BETÁKOVA et al., 1998). Em 2008, Johnson e 
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colaboradores mostraram que o antígeno de melanoma, a gp100 foi fusionada a 

construção de scFv específico para DEC 205, um receptor de células dendríticas 

(DCs) foi capaz de reduzir o tumor. Além disso, as DCs foram capazes de 

apresentar o scFv-DEC205-gp100 tanto por via MHC-I como por MHC-II, alcançando 

uma vacinação terapêutica eficiente.  

A utilização de DCs em ensaios de imunoterapia contra infecções crônicas 

(D`OSTIANI et al., 2000) e câncer tem sido bem estudada destacando-se como uma 

metodologia bastante promissora devido sua capacidade de iniciação e regulação 

das respostas imunes inata e adaptativa (DUBSKY et al., 2007; FUJII et al., 2009; 

UENO et al., 2010). Além disso, DCs derivadas da medula óssea produzem altos 

níveis de IL-12, direcionando a resposta de células T para o tipo Th1, a qual está 

envolvida na resposta imune protetora contra diversas infecções bacterianas, 

fúngicas e parasitárias (MACATONIA et al., 1995; BANCHEREAU; STEINMAN, 1998 

e TRINCHIERI, 1998). Em vários modelos de doenças infecciosas, estas células 

vêm sendo estudadas por sua eficiência em ensaios de imunoterapia e vacinação 

(D`OSTIANI et al., 2000).  

Steinman e Cohn (1973) descreveram as DCs pela primeira vez ao 

observarem em baço e linfonodos de camundongos, uma população celular 

diferente das já existentes. Tais células apresentavam forma estrelar com formação 

de pseudópodos, chamados de dendrítios, e por essa razão foram nomeadas DCs. 

Em 1978, o mesmo grupo observou um importante papel das DCs no estímulo de 

células T naive (STEINMAN et al., 1978). A partir disso as DCs se tornaram objeto 

de pesquisa em diversos estudos. 

As DCs são células hematopoiéticas e estão distribuídas em todos os órgãos 

linfóides e não linfóides do corpo, onde sua função principal é de coordenar as 

respostas imune inata e adaptativa (BANCHEREAU et al., 2000; STEINMAN, 2003). 

Já foi visto, in vivo, que dependendo da sua forma de ativação, essas células são 

capazes induzir tolerância ou imunidade de células T (PROBST et al., 2003), bem 

como a geração de células T regulatórias (YAMAZAKI et al., 2007) e ativação de 

células Natural killer (NK) (HOCHWELLER et al., 2008). 

Baseado na capacidade de captura e apresentação de antígenos, as DCs 

foram classificadas como células apresentadoras de antígenos (APCs). Linfócitos B 

e macrófagos também fazem parte desse grupo de APCs, porém, as DCs são 

consideradas “profissionais”, uma vez que são as únicas a migrarem para os órgãos 
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linfóides secundários para apresentarem o antígeno aos linfócitos T naive, fazendo 

assim o link entre a resposta imune inata e adaptativa (BANCHEREAU; STEINMAN, 

1998; WICK, 2003).   

Após sua descoberta, diversos subtipos de DCs têm sido descritos baseado 

na sua localização, função e expressão de marcadores de superfície. Embora altos 

níveis de expressão de CD11c e MHC-II caracterizem a maioria das DCs, estas são 

definidas de acordo com suas propriedades funcionais em conjunto com marcadores 

celular (MILOUD et al., 2010). 

 Existem quatro principais categorias de DCs, as DCs plasmocitóides (pDCs) 

e as DCs convencionais, as DCs migratórias e as DCs inflamatórias. As pDCs, assim 

chamadas por sua semelhança morfológica às células plasmáticas, constituem a 

minoria de DCs espalhadas por todo o corpo.  Estão localizadas em órgão linfoides e 

não linfoides e são caracterizadas pela alta produção de IFN-α em infecções virais e 

por sererem CD11cintB220+PDCA-1+MCH-II-/int (VILLADANGOS et al, 2008).  

As DCs convencionais (cDCs) ou residentes são caracterizadas por 

permanecerem apenas no tecido linfoide, durante sua vida e por serem 

CD11chiB220-MHC-II+ (VREMEC et al., 2000). Podem ser subdivididas de acordo 

com seu fenótipo e função em CD8+CD4-, que se localizam preferencialmente na 

zona de células T do baço ou linfonodos (IDOYAGA et al., 2009) e tem como 

principal função a apresentação cruzada de antígenos via MHC-I (DEN HAAN et al., 

2000), ou CD4+DC8- que se localizam na polpa vermelha do baço e vênulas 

endoteliais e zonas marginais dos linfonodos (LIU; NESSENZWEIG, 2010). Apesar 

de não serem eficientes na apresentação de antígeno por via MHC-I, as CD4+DC8- 

realizam a apresentação de antígeno por via MHC-II (DUDZIAK et al., 2007). 

Em tecidos periféricos podemos encontrar as DCs migratórias, que em 

ambiente com ausência de sinais de inflamação se apresentam de forma imatura 

expressando altos níveis de CD11c e MHC-II. Ao capturar um antígeno, essas 

células começam a entrar em processo de maturação que se caracteriza pelo 

aumento de captura e apresentação de antígeno, começam a expressar CCR7 e 

moléculas co-estimulatórias em sua superfície. Assim, as DCs CCR7+ migram para 

os linfonodos regionais e iniciam a ativação de células T ou transferem o antígeno 

para as DCs residentes. (BANCHEREAU; STEINMAN, 1998; ALLAN et al., 2006). 

As DCs inflamatórias são geradas a partir de condições inflamatórias, porém 

pouco se sabe sobre a caracterização destas em termos de fenótipo e função. Como 
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exemplo dessas células podemos citar um subtipo de DCs produtoras de 

iNOS/TNFα (DCs-Tip) que foram derivadas de monócitos em baços de 

camundongos infectados com Listeria monocytogenes (SERBINA et al., 2003) e 

dentro do uroepitélio de camundongos infectados com Escherichia coli (ENGEL et 

al., 2006). As DCs-Tip são muito importantes na resolução de algumas infecções 

bacterianas (SERBINA et al., 2003), onde se apresentam como 

CD11cintCD11bintMAC-3hi (SERBINA et al., 2003; ENGEL et al., 2006), embora não 

seja reconhecida por gerar uma resposta de células T (SERBINA et al., 2003).  

Além de poderem ser distinguidas quanto às subpopulações, as DCs podem 

ser diferenciadas quanto ao seu estado de ativação célular (BELL et al., 1999). As 

DCs fazem a “ponte” entre a imunidade inata e adaptativa, sendo as únicas com 

capacidade em capturar o agente nos tecidos periféricos seguido do processamento 

e apresentação do mesmo pelo complexo principal de hitocompatibilidade (MHC) de 

classe I ou MCH-II para células T naive nos órgão linfoides secundários (revisado 

por ROY; KLEIN, 2012). 

 Para que haja o reconhecimento de um antígeno é necessário que haja a 

interação entre os receptores de reconhecimento padrão (PRRs) e os padrões 

moleculares associado ao patógeno (PAMPs) (revisado por ROY; KLEIN, 2012), tais 

como componente da parede bacteriana (LPS), DNA bacteriano, RNA-dupla fita, 

sinais pró e anti-inflamatórios (TNF, IL-6, IL-1, IL-10, TGF- e prostaglandinas), 

sinais derivados de células T (via CD40L) (BANCHEREAU et al., 2000), e motifs de 

CpG não metilados (MEDZHITOV & JANEWAY, 2000). Dentre os PRRs estão os 

receptores do tipo Toll (TLRs) e os receptores de lectina do tipo C (CLRs), que 

podem responder individualmente ou sinergicamente (revisado por ROY; KLEIN, 

2012), há também os receptores do tipo NOD (NLRs), receptores do tipo RIG (RLRs) 

(TAKEUCHI; AKIRA., 2010; KAWASAKI; KAWAI; AKIRA, 2011), receptores 

scanvenger como SCARF1 e CD36 (MEANS et al., 2009) que são expressos tanto 

na superfície das DCs quanto na parte intracelular, dentro de vesículas.  

A partir do reconhecimento pelos PRRs, inicia-se uma cascata de sinalização 

intracelular que leva a indução da maturação das DCs (revisado por ROY; KLEIN, 

2012), secreção de citocinas (TNF-α, IL-1, IL-6, IL-12 e interferons do tipo I) 

(revisado por VILLADANGOS; SCHNORRER, 2007), bem como mediação da 

captura do agente, processamento e apresentação do antígeno (revisado ROY; 

KLEIN, 2012).  
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O processo de maturação das DCs inicia-se durante sua migração para os 

órgãos linfoides secundários, onde as quimiocinas CCL19 e CCL21, presentes 

constitutivamente nas células epiteliais dos órgãos linfóides secundários, se ligam 

aos receptores CCR7, recém expressos pelas DCs, e proporcionam o 

direcionamento das mesmas aos linfonodos e sua fixação nas áreas de células T 

(Revisado por FOSTER et al., 2008).  Neste momento, as DCs diminuem sua 

capacidade de capturar e processar o antígeno, e aumentam a expressão de 

moléculas de MHC classe II, co-estimulatórias (CD40, CD80 e CD86) e de adesão 

(CD54) e aumentam sua produção de IL-12 (GUERMONPREZ et al., 2002), 

tornando-as ativadoras efetivas de células T naive (PALUCKA; BANCHEREAU, 

2002). 

Nos órgãos linfóides, as células T naive circulantes reconhecem peptídeos 

específicos nas DCs através da ligação aos receptores de célula T (TCRs), que será 

estabilizada pela interação eficiente entre as moléculas de adesão LFA-1 e CD2 das 

células T com ICAM-1, ICAM-2 e CD58 das DCs (GUERMONPREZ et al., 2002). 

O desenvolvimento predominante de uma subpopulação de células T (Th1 ou 

Th2) durante uma infecção é extremamente importante, pois certos patógenos são 

mais efetivamente controlados por uma resposta do tipo celular (Th1) e outros mais 

efetivamente controlados por uma resposta do tipo humoral (Th2) (SHER; 

COFFMAN, 1992). Em algumas doenças crônicas, a resposta de células T CD4+ 

inapropriada pode exacerbar a doença, levando a uma inabilidade do hospedeiro 

para erradicar o microrganismo. 

Em 1986 Mossman e Coffman mostraram que as células T CD4+ não são 

uma única população de células T, mas sim uma série de populacões distintas com 

diferentes funções, e inicialmente as subdiviram em células TCD4+ que produziam 

INF-γ e as que produziam IL-4. Posteriormente observaram que essas células, 

dependendo do tipo de sinal ou estímulo que sofriam se difevenciavam em fenótipos 

distintos podendo ser do tipo Th1 ou do tipo Th2, sendo o primeiro direcionado para 

imunidade de microrganismos intracelulares e o segundo para imunidade de 

patógenos extracelulares incluindo helmintos. 

As respostas do tipo Th1 e do tipo Th2 têm citocinas com funções 

características que os direcionam na modulação da resposta imune, onde Th1 

sintetiza INF-γ que aumenta a atividade microbicida dos macrófagos (SUZUKI et al., 

1988) e IL-2 que é percursora de células Th1 de memória (WILLIAMS et al., 2006), e 
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Th2 que produz diversas citocinas, as quais a IL-4 faz o feedback para a 

diferenciação de células T naive em célula Th2 (LE GROS et al., 1990 e SWAIN et 

al., 1990), IL-5 que desempenha um papel importante no recrutamento de 

eosinófilos, IL-10 suprime a proliferação de células Th1 (FIORENTINO et al., 1989) e 

também pode suprimir a função de cDCs (MOORE et al., 2001).  

Além da resposta imune celular, sabemos que a resposta humoral também é 

importante na PCM. Baida e colaboradores (1999), investigaram a relação da 

resposta humoral contra a gp43 entre pacientes com a forma juvenil e a forma adulta 

da PCM. Observaram que pacientes com a forma juvenil tinham maiores níveis de 

IgG anti-gp43 do que pacientes com a forma adulta. Dessa forma eles compararam 

os níveis das subclasses de IgG entre as duas forma da doença e viram que os 

níveis de IgG4 se mostravam maiores na forma juvenil do que na adulta e o mesmo 

não acontecia quanto aos níveis de IgG2. O switch da IgG4 é regulado pela 

produção de IL-4, enquanto que o do isotipo IgG2 é controlado pela produção de 

INF-γ. Estes resultados demonstram, pela primeira vez, o anticorpo específico IgG4 

na resposta imune humoral de pacientes com micose sistêmica e sugerem que a 

mudança para as subclasses IgG em PCM é regulada por um subconjunto T helper 

(Th1 ou Th2) do perfil de citocinas dominante. 

Mesmo com os diversos mecanismos de ativação e modulação de uma 

resposta específica, o fungo P. brasiliensis, bem como o seu principal componente 

antigênico (gp43), são capazes de inibi-los, levando a uma ineficiência da resposta 

imunológica. Em vários modelos de doenças infecciosas, DCs estão sendo 

estudadas por sua capacidade de servir como adjuvante e vacina mediando 

proteção contra bactérias, vírus, parasitas ou patógenos fúngicos (MOLL; 

BERBERICH, 2001).  

Mostramos que DCs pulsadas com a molécula gp43 purificada do exo-

antígeno de P. brasiliensis não se mostrou uma boa metodologia para imunoterapia 

por induzir uma inibição da maturação dessas células (FERREIRA; ALMEIDA, 2005). 

Portando, havia a necessidade da utilização apenas das regiões da molécula 

envolvida na ativação de linfócitos T e produção de IFN-y. 

Desta forma, em 2011, nosso grupo de pesquisa (FERREIRA et al., 2011) 

construiu uma molécula de scFv a partir de anticorpos Ab2β, que mimetizam o 

antígeno gp43 de P. brasiliensis. Posteriormente, realizou a ligação do scFv com o 
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vetor pMAC/PS, vetor específico para células de mamíferos 

(http://www.unb.br/ib/cel/imol/vetor/pMACPS.html) (Figura 3). 

 

 

 

 

Figura 3. Representação esquemática da estratégia utilizada para ligação do scFv  
no vetor pMAC/PS. O vetor pMAC/PS foi digerido com as enzimas de restrição Xma I e EcoRI. A 
ligação do scFv ao vetor de célula de mamífero foi feito utilizando-se a enzima T4 DNA ligase. 

 

Assim, tal construção plasmidial (pMAC/PS-scFv) foi utilizada na imunização 

de camundongos, resultando na ativação do sistema imune onde foi observado 

recrutamento de DCs para os linfonodos regionais (poplíteos e inguinais).  

Visto a importância tanto das DCs como de moléculas de DNA em protocolos 

de vacinação e imunoterapia, o grupo realizou transfecção do pMAC/PS-scFv em 

DCs e observaram que eram capazes de induzir proliferação (scFv-específica) de 

células totais dos  linfonodos obtidos de camundongos BALB/c, imunizados 

previamente com tais transfectomas, re-estimulados in vitro com o anticorpo anti-

gp43 (Ab1).  

Em ensaio de imunoterapia, camundongos foram previamente infectados com 

leveduras virulentas de P. brasiliensis e tratados com DC-pMAC/PS-scFv e 

posteriormente foram avaliados as unidades formadoras de colônias, onde foi visto 

uma diminuição significativa no crescimento de Pb18 recuperado do pulmão (Figura 

4). Assim o grupo demonstrou que construção do inserto scFv juntamente com DCs 

é um modelo promissor de tratamento da PCM experimental. 

 

http://www.unb.br/ib/cel/imol/vetor/pMACPS.html
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Figura 4.  Imunização com scFv confere proteção em modelo de 
Paracoccidioidomicose. Unidades formadoras de colônias (CFU) do pulmão de camundongos 
BALB/c infectados com Pb18 por 28 dias e tratados com PBS, DC, DCpMAC ou DC pMAC – scFv 
nos dias 14 e 21. **p<0,01 em relação ao controle PBS.  

 

Visto que a molécula de scFv que mimetiza a gp43 de P. brasiliensis que 

possui a região de reconhecimento e ativação de linfócitos T, mostrou eficiência no 

modelo de terapia na PCM (FERREIRA et al., 2011), o principal objetivo deste 

trabalho foi analisar os mecanismos pelos quais as DCs foram capazes de ativar a 

resposta imune em camundongos infectados com o fungo, para que possamos 

entender melhor a capacidade das DCs em modular a resposta imune na PCM 

experimental.  
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2. OBJETIVOS 

 

 Os principais objetivos deste trabalho são: 

 Caracterizar a expressão de moléculas de superfície (CD80, CD86, CD40, 

DEC-205, DC-SIGN, MHC-I e MHC-II) de DCs após transfecção transiente 

com vetor de expressão (pMAC/PS) contendo o gene do scFv, bem como 

após tratamento dos camundongos com os transfectomas; 

 Determinar o perfil de citocinas produzidas por DCs transfectadas com 

pMAC/PS-scFv; 

 Análise da capacidade de migração de DCs transfectadas com pMAC/PS-

scFv para os linfonodos poplíteos e inguinais, bem como análise do perfil de 

células T ativadas (CD4+/CD8+);  

 Avaliar a capacidade dos transfectomas de DCs em modular a resposta 

imune in vitro, analisando assim, o perfil de citocinas secretadas, bem como o 

tipo de resposta induzida (Th1/Th2); 

 Dosar imunoglobulinas totais, produzidas in vivo por camundongos tratados 

com DCs-scFv; 

 Caracterizar o perfil de células pulmonares em camundongos Balb/c 

infectados co Pb18 e tratados com transfectomas de DCs. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 Animais  

Foram utilizados camundongos isogênicos fêmeas da linhagem BALB/c, com 

8 a 12 semanas de idade. Os animais foram obtidos no Biotério do Instituto de 

Química e da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da Universidade de São Paulo. 

Os animais foram criados em condições SPF (specific pathogens free) e alimentados 

com ração comercial irradiada. Os camundongos foram eutanasiados de acordo com 

os critérios estabelecidos pela Comissão de Ética em Experimentação Animal da 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas – CEEA/FCF. 

 

3.2 Fungo 

Foi utilizada a cepa virulenta Pb18 de P. brasiliensis para infecções 

(KASHINO et al., 1987). A cepa foi mantida em meio semi-sólido Sabouraud-

dextrose-ágar (MERCK - Alemanha), em estufa de 37 °C, com repiques semanais. 

 

3.3 Preparação do inóculo 

Leveduras da cepa Pb18 foram coletadas em 10 mL de solução salina 

tamponada com fosfato (PBS), deixando-se decantar as partículas maiores. A 

suspensão mais leve, contendo células isoladas ou com poucos brotamentos, foi 

coletada com auxílio de uma seringa de insulina e a contagem do número de células 

realizada utilizando-se câmara de Neubauer. 

 

3.4 Infecção intratraqueal 

O procedimento foi realizado com os animais sob efeito de anestésico, 

seguindo o esquema: Xilazina (pré-anestésico), Cetamina (anestésico) e PBS na 

proporção de 3:3:4. Quando os animais já estavam insensíveis à dor foi feita uma 

pequena incisão longitudinal na pele do pescoço, e a traqueia exposta. Os animais 

foram infectados com uma suspensão contendo 1x106 células/mL de leveduras 

viáveis de P. brasiliensis contidas em 50 µL de PBS. Após inoculação, a incisão foi 

suturada e os animais foram colocados sob uma fonte moderada de calor para 

controlar a hipotermia transitória produzida pela anestesia, até acordarem.  
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3.5 pMAC/PS - scFv  

A molécula de scFv inserida no vetor de célula de mamífero (pMAC/PS) 

utilizada, é a mesma construída por nosso grupo (FERREIRA, et al., 2011). 

 

3.6 Experimentos in vitro 

 

3.6.1 Obtenção e caracterização de células dendríticas 

DCs foram obtidas segundo protocolo descrito por Inaba e colaboradores 

(1992). Células de medula óssea foram retiradas de fêmur e tíbia de camundongos 

através de diversas lavagens com PBS acrescido de 1 % de albumina bovina (BSA), 

em seguida as hemácias foram lisadas com tampão hemolítico. As células 

remanescentes foram cultivadas em meio RPMI contendo 10 % de soro fetal bovino 

(Cultilab - Campinas – Brasil) e suplementado com GM-CSF (Fator Estimulador de 

Colônias de Granulócitos e Macrófagos) (50 ng/mL) recombinante (Peprotech) por 7 

dias na estufa a 37 ºC com 5 % de CO2. No terceiro e quinto dia, as células não 

aderentes (granulócitos e linfócitos) foram removidas e as células aderentes 

recultivadas em meio RPMI com GM-CSF recombinante. No sétimo dia de cultura, 

as células não aderentes, onde se encontram as populações enriquecidas de 

dendríticas, foram removidas, analisadas através de citometria de fluxo (FacsCanto),  

para  verificação  dos  marcadores  de  superfície CD11c e MHC-II, utilizando-se 

para isso, os anticorpos: anti-CD11c (HL3) e  anti-IA/I-E (M5-114.15.2).  

 

3.6.2 Transfecção de pMAC/PS-scFv em células dendríticas 

DCs (2x105) derivadas da medula óssea foram cultivadas na presença de 

JetPEI (Polyplus). Estes reagentes são utilizados para transfectar DNA plasmidial 

em culturas de células in vitro. O tratamento com JetPEI altera a membrana 

plasmática celular, permitindo que ácidos nucléicos atravessem o citoplasma da 

célula. Para inserirmos o vetor pMAC/PS, contendo ou não o inserto scFv (20 

µg/mL), cultivamos as células dendríticas na presença destes reagentes, de acordo 

com instruções dos fabricantes. Como controle positivo, co-transfectamos as DCs 

com o vetor que emite fluorescência pNEO-GFP (20 µg/mL). Após 48 horas, 

analisamos a eficiência de transfecção em microscópio de fluorescência, analisando 

as células fluorescentes de cada 100 contadas.  
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3.6.3 Análise de moléculas coestimulatórias de DCs após transfecção 

com pMAC/PS-scFv. 

Após o processo de tranfecção com pMAC/PS-scFv em DCs, as mesmas 

foram foram ajustadas na concentração de 1x106 e marcadas com os seguintes 

anticorpos fluorescentes: anti-CD11c, anti-MHC-II, anti-CD80, anti-CD86 e anti-CD40 

(fluorescências e clones vide Quadro 1). Foi realizado análise por citometria de fluxo 

(FacsCanto) e os dados gerados analisados com auxílio de software FlowJo (TREE 

STAR, Inc.-USA). Foram analisados 50.000 eventos. 

 

 

Anticorpo Fluorescência Clone 

CD11c FITC/PE N418 

CD80 FITC B7-1(16-10 A1) 

CD86 PE B7-2(GL1) 

CD40 PE 3/23 

MHC-II APC (MAS-32.1) 

Quadro 1. Relação de anticorpos para fenotipagem de células dendríticas após 
transfecção, fluorescências e seus respectivos clones. 

 

3.7 Experimentos in vivo 

 

3.7.1 Imunofenotipagem de células dendríticas recrutadas para os 

linfonodos após imunização com pMAC/PS-scFv 

Camundongos BALB/c (4 por grupo) foram imunizados pela via intramuscular 

com 20 µg/mL de pMAC/PS-scFv. Como controle, imunizamos os camundongos 

com PBS 1x ou 20 µg/mL de pMAC/PS. Após 7 dias os animais foram eutanasiados 

em câmara de CO2 e os linfonodos regionais, poplíteos e inguinais, retirados e 

macerados para a obtenção de células. As células foram ajustadas na concentração 

de 2,5x105 em 70 µL de PBS com 3 % de Soro Fetal Bovino (SFB) (Cultilab – 

Campinas, Brasil). Posteriormente marcadas com: anti-CD11c/anti-MHC-II, anti-

CD11c/anti-CD8, anti-CD11c/anti-CD40 e anti-CD11c/anti-DEC-205 (fluorescências 

e clones vide Quadro 2). Após a marcação as células foram lavadas e centrifugadas 

a 1800 rotações por minuto (rpm) por 5 minutos. O precipitado celular foi 

ressuspendido em 250 µL de PBS com 3 % de SFB. Para análise por citometria de 



40 

 

                                                                                                                                 Material e Métodos 

fluxo foi utilizado o aparelho FacsCanto e os dados gerados analisados com auxílio 

de software FlowJo (TREE STAR, Inc.-USA). Foram analisados 50.000 eventos.  

Para distinguir células auto fluorescentes de células que expressam poucas 

concentrações de marcadores de superfície, utilizou-se a metodologia de 

fluorescence-minus-one (FMO) (ROEDERER et al., 2001).  Controles FMO são 

determinados através da marcação das células com todos os anticorpos/marcadores 

exceto aquele que será analisado.  Os valores obtidos nessa análise são 

considerados limite FMO, e todos os valores de fluorescência acima deste são 

considerados verdadeiros positivos.  O nível de fluorescência da população de 

interesse, obtido no canal no qual será medido um determinado marcador revelará a 

autofluorescência inerente daquela população alvo. Esse valor permite estabelecer 

um limite com o qual se faz a distinção entre células autofluorescentes e aquelas 

que expressam um determinante que se ligará ao anticorpo fluorescente usado para 

detectá-lo (HERZENBERG et al., 2006). 

 

Anticorpo Fluorescência Clone 

CD11c FITC/PE N418 

CD8a FITC Ly-2(53-6.7) 

DEC-205 FITC NLDC-145 

CD40 PE 3/23 

Quadro 2. Relação de anticorpos para fenotipagem de células dendríticas após 
imunização com transfectomas, fluorescências e seus respectivos clones. 

 

3.7.2 Análise de células T CD4+, T CD8+ e T reguladoras 

A metodologia para análise de linfócitos T foi semelhante a empregada para 

DCs, porém foram usados 7 camundongos por grupo. As células foram ajustadas na 

concentração de 1x106 e as marcações foram feitas da seguinte forma: anti-

CD3/anti-CD4, anti-CD3/anti-CD8 e anti-CD3/anti-CD4/anti-FoxP3 (fluorescências e 

clones vide Quadro 3). Foi realizado análise por citometria de fluxo (FacsCanto) e os 

dados gerados analisados com auxílio de software FlowJo (TREE STAR, Inc.-USA). 

Foram analisados 50.000 eventos. 
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Anticorpo Fluorescência Clone 

CD3e APC 145-2C11 

CD3e PE 145C11 

CD4 FITC L3T4(6K 1.5) 

CD8a APC 53-6.7 

FoxP3 PE-Cy5 FJK-16s 

Quadro 3. Relação de anticorpos para fenotipagem de linfócitos após imunização 
com transfectomas, fluorescências e seus respectivos clones. 

 

 

3.7.3 Perfil de células ativadas nos pulmões após imunização com DCs 

transfectadas (DC-pMAC/PS-scFv) 

Camundongos BALB/c (7/grupo) foram infectados (i.t.) com 1x106 leveduras 

de Pb18 ou com 50 µL de PBS. Após 7 e 14 dias de infecção, os animais foram 

tratados em diferentes grupos pela via sub-cutânea: 1) somente PBS (50µL); 2) 

somente DC (1x106); 3) DC-pMAC/PS (1x106 de DC e 20 µg/mL de vetor) e 4) DC-

pMAC/PS-scFv (1x106 de DC e 20µg/mL de vetor contendo scFv). Após 7 dias da 

última imunização, os pulmões foram retirados e macerados em 3 mL de PBS 1x.  

As células pulmonares foram purificadas conforme descrito por Gonzalez-

Juarrero e Orme (2001).  Os animais foram anestesiados e após perfusão do pulmão 

com 5 mL de PBS contendo 100 U/mL de heparina, o pulmão foi macerado e 

incubado por 30 minutos a 37 ºC na presença de tampão de digestão, contendo 0.7 

μg/mL de colagenase IV (SIGMA – ALDRICH – St.  Louis).  As partículas maiores 

foram removidas passando a suspensão de células através de uma membrana de 

nylon. As células totais foram ajustadas na concentração de 2x105/tubo e 

posteriormente, marcadas com: anti-CD3/anti-CD4, anti-CD3/anti-CD8 e anti-

CCR7/anti-CD40 (fluorescências e clones vide Quadro 4). A análise foi realizada por 

citometria de fluxo, utilizando o aparelhos FACsCanto. Foram analisados 50.000 

eventos e os dados adquiridos foram analisados no programa FlowJo. 
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Anticorpo Fluorescência Clone 

CD11c FITC/PE N418 

CD4 FITC L3T4(6K 1.5) 

CD3e PE 1452C11 

CD8a APC 53-6.7 

CCR7 PE 4B12 

CD40 FITC (3/23) 

Quadro 4. Relação de anticorpos para fenotipagem de células dendríticas e 
linfócitos  após tratamento com transfectomas, fluorescências e seus respectivos clones. 

 

 

3.7.4 Produção de citocinas e dosagem de IgG total e subtipos após 

cinética de tratamento com DC-pMAC/PS-scFv 

 

3.7.4.1 Preparação de Antígeno livre da parede do fungo (CFA) de 

P. brasiliensis 

O fungo P. brasiliensis (cepa Pb 18) foi dissolvido em 10 mL de PBS e agitado  

em vortex. Posteriormente, a solução foi centrifugada por 5 minutos a 2000 rpm, e 

então, o sobrenadante foi recolhido para obtenção do antígeno CFA. 

 

3.7.4.2  Dosagem de proteínas 

A concentração do CFA foi realizada segundo método proposto por Bradford  

(1976), que utiliza Coomassie  Brilliant  Blue (CBB)  G-250  (Sigma  –  St.  Louis  – 

Estados Unidos) como reativo e BSA 1,0 mg/mL como padrão. 

 

3.7.4.3 Ensaio de tratamento para determinação de citocinas 

Camundongos BALB/c (7/grupo) foram infectados com 1x106 leveduras de 

Pb18. Após 7 e 14 dias de infecção, os animais foram tratados em diferentes grupos 

pela via sub-cutânea: 1) somente PBS (50 µL); 2) somente DC (1x106); 3) DC-

pMAC/PS (1x106 de DC e 20µg/mL de vetor) e 4) DC-pMAC/PS-scFv (1x106 de DC 

e 20 µg/mL de vetor contendo scFv). Após 7 dias da última imunização, os pulmões 

e os linfonodos regionais (axilares e paratímicos) foram retirados e macerados em 3 

e 1 mL (respectivamente) de PBS 1x. As células totais dos pulmões e dos linfonodos 

foram retiradas (como descrito anteriormente) e cultivadas, separadamente, em 



43 

 

                                                                                                                                 Material e Métodos 

estufa a 37 ºC com 5 % de CO2, na proporção de 1x106 células/mL. Após 24 horas, 

os sobrenadantes foram recolhidos e utilizados na dosagem de citocinas (IL-12, IL-4 

e IFN-) por ELISA, contra o CFA, de acordo com as recomendações do fabricante 

eBioscience, Inc.  

 

3.7.4.4 Dosagem de imunoglobulinas IgG e isotipos após ensaio de 

tratamento 

O mesmo modelo de tratamento utilizado para análise de citocinas foi 

empregado para a dosagem de IgG total e os isotipos IgG1a e igG2b, porém após 7, 

14 e 21 dias de infecção foi obtido o soro dos camundongos.  

A dosagem de IgG total foi realizada por ELISA, contra o CFA nas 

concentrações de 2 e 4 g/mL e gp43 na concentração de 20 g/mL, todos diluídos 

em tampão carbonato (Na2CO3 0,795 g, NaHCO3 em 500 mL de H2O destilada). Os 

isotipos, foram dosados na presença de 4 g/mL de CFA, diluído com o mesmo 

tampão anteriormente descrito. As placas foram incubada overnight em temperatura 

ambiente (TA). Após o tempo de incubação, realizamos 3 lavagens com PBS-Tween 

20, seguido da adição de 200 µL da solução de bloqueio PBS-leite-BSA (PBS + 5 % 

de leite Molico + 2,5 % BSA). Incubamos a 37 °C por 2 horas. Posteriormente 

desprezamos a solução de bloqueio e, sem lavar as placas, adicionamos o soro dos 

animais (para a dosagem de IgG, o soro foi diluído na proporção de 1:10 e 1:50, 

enquanto o soro para a dosagem dos isotipos, foram diluídos na proporção de 1:25, 

sendo as todas diluições feitas em PBS-leite). Incubamos a TA por 1 hora. Em 

seguida lavamos as placas 3 vezes com PBS-Tween 20 e adicionamos 50 µL do 

anticorpo conjugado previamente titulado (anti mouse IgG-peroxidase) e diluído em 

PBS-leite-BSA. Incubamos a TA por 1 hora, e após a incubação, lavamos as placas 

3 vezes com PBS-Tween 20 e adicionamos 100 µL/poço da solução revelação (1 

mg/mL de OPD em tampão citrato-fosfato – Na2HPO4.12H2O 3,68 g, ácido cítrico 

1,16 g, H2O 200 mL, ajustar o pH para 5,3). Incubamos por 15 minutos no escuro, 

posteriormente paramos a reação com 50 µL/poço de H2SO4 4N. A leitura foi 

realizada no leitor de ELISA com o filtro de 492 nm. 
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3.8 Análise estatística 

A análise estatística aplicada aos resultados foi feita através de One-Way 

ANOVA, e múltiplas comparações foram realizadas pelo teste de Tukey (ZAR, 1984).
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4. RESULTADOS 

 

4.1  Análise do perfil de DCs recrutadas para os linfonodos após imunização 

intramuscular com pMAC/PS-scFv. 

Para analisarmos o perfil da população de DCs recrutadas nos linfonodos 

após tratamento com a nossa proteína de interesse, camundongos BALB/c foram 

imunizados intramuscularmente com PBS, pMAC/PS ou pMAC/PS-scFv. Após 7 dias 

foi realizada a obtenção dos linfonodos poplíteos e inguinais e as células totais 

foram marcadas com anti-CD11c, anti-CD8, anti-CD40 e anti-DEC-205. Como 

mostra a figura 1, observamos aumento da população de DCs CD11c+/CD8+ e 

CD11c+/CD40+ nos animais imunizados com pMAC/PS-scFv, em relação aos 

controles. No entanto, não observamos diferença na expressão de CD11c+/DEC-

205+, entre as diferentes imunizações, como visto na figura 4.  Os resultados foram 

obtidos por citometria de fluxo (FacsCanto) e os dados analisados pelo software 

FlowJo. 
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Figura 5.Imunização com pMAC/PS-scFv aumenta população de DCs CD11c
+
/CD8

+
 e 

CD11c
+
/CD40

+
 nos linfonodos. Camundongos (4 por grupo) foram imunizados pela via 

intramuscular com pMAC/PS-scFv e após 7 dias os linfonodos poplíteos e inguinais foram retirados 
e as células ajustadas na concentração de 2,5x10

5
 para a marcação com anti-CD11c, anti-CD8, 

anti-CD40 e anti-DEC-205. Como controle utilizamos pMAC/PS e PBS. O resultado foi obtido por 
citometria de fluxo (FACS CANTO) e analisados pelo software FlowJo. Foram obtidos 50.000 
eventos. 
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4.2   Imunização intramuscular com pMAC/PS-scFv aumenta a população de 

células T (CD4+ e CD8+) e reduz a população de células T regulatórias, nos 

linfonodos. 

A análise do perfil de células T ativadas nos linfonodos de camundongos 

BALB/c (7 por grupo) imunizados com pMAC/PS-scFv foi importante para verificar se 

a nossa construção gênica poderia modular a resposta imunológica nos linfonodos. 

Para isto, obtivemos as células totais destes órgãos após 7 dias de imunização com 

PBS, pMAC/PS ou pMAC/PS-scFv. As células totais de cada animal foram contadas 

para análise da relação de células por animal e posteriormente, as mesmas foram 

marcadas com anti-CD3/anti-CD4, anti-CD3/anti-CD8 e anti-CD3/anti-CD4+/FoxP3. 

Os resultados mostraram que a imunização com pMAC/PS-scFv levou a um 

aumento de células/animal nos linfonodos regionais, quando comparado com o 

controle (PBS) como visto na Figura 6 A. O mesmo aumento também pôde ser 

observado quando analisamos as populações de células T CD4+ (Figura 6 B) e T 

CD8+(Figura 6 C), porém, as células T reguladoras sofreram redução em sua 

população (Figura 6 D).  
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Figura 6. pMAC/PS-scFv induz aumento de células CD3
+
/CD4

+
 e CD3

+
/CD8

+
  e 

diminuição de células CD3
+
/CD4

+
/FoxP3.  Camundongos (7 por grupo) imunizados por via 

intramuscular com PBS e pMAC/PS (controles) e pMAC/PS-scFv foram sacrificados e após 7 dias 
os linfonodos, poplíteos e inguinais, foram obtidos. (A) Valor absoluto de células, dos linfonodos, 
por animal. As células foram contadas através de câmara de Neubauer. (B) Células obtidas dos 
linfonodos foram marcadas com CD3

+
/CD4

+
, (C) CD3

+
/CD8

+
 e (D) CD3

+
/CD4

+/
FoxP3. O resultado 

foi obtido por citometria de fluxo (FACS CANTO) e analisados pelo software FlowJo. Foram obtidos 
50.000 eventos. *p<0.05. 

D 
D 
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4.3  Transfecção de DCs não altera a expressão de moléculas de superfície. 

Para analisarmos a eficiência da transfecção em DCs, estas foram co-

transfectadas com vetor p-NEO que possui fluorescência, a análise foi feito por 

microscópia de fluorescência. O resultado mostra que cerca de 80 % das células 

incorporaram o plasmídeo (Figura 7A). Ainda, devido a metodologia utilizada para 

transfectar as DCs alterar a membrana celular, analisamos, após 24 horas de 

transfecção, a expressão de moléculas de superfície (MHC-II, CD86, CD40 e CD80) 

para determinarmos se os transfectomas modificavam a expressão destas. Os 

resultados mostraram que o processo de transfectar as DCs com o plasmídio vazio, 

ou contendo o inserto scFv não altera a expressão das moléculas destas células, 

quando comparado com o controle (somente DCs) (Figura 7B).  
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Figura 7. Eficiência da transfecção de DCs. (A) A análise da eficiência de transfecção 
foi analisada em microscopia de fluorescência, contando as células que emitiam fluorescência. (B) 

Para análise da transfecção, 1x10
6
 DCs foram transfectadas com 20 g/mL de plasmídio vazio 

(pMAC/PS) ou contendo o scFv (pMAC/PS-scFv) (20 g/mL). Após 24 horas, as células foram 
marcados com anticorpos fluorescentes anti-MHC-II/anti-CD11c, anti-CD86, anti-CD40 e anti-
CD80. A obtenção dos resultados foi feita por citometria de fluxo (FACsCANTO) e a análise pelo 
software FlowJo. Foram obtidos 50.000 eventos. Como controle utilizamos DCs não transfectadas. 

 

 

4.4  Terapia com DC-pMAC/PS-scFv induz aumento da população de células 

T e de DCs ativadas 

Para avaliarmos se o tratamento com os transfectomas seria capaz de 

estimular populações de células T (T CD4+ e TCD8+) bem como recrutar DCs com 

potencial migratório (CCR7+) e estimulatório de células T (CD40+), camundongos 

BALB/c foram previamente infectados com a cepa de Pb18 e após 7 e 14 dias da 

infecção os animais foram imunizados com PBS, DC, DC-pMAC/PS ou DC-
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pMAC/PS-scFv. Após sete dias da última imunização, os pulmões foram retirados e 

as células totais marcadas com: anti-CD3/anti-CD4, anti-CD3/anti-CD8 e anti-

CCR7/anti-CD40. Os resultados mostram que animais infectados e tratados com 

DCs-pMAC/PS-scFv induziram aumento da população de células T CD4+ (Figura 8 

A), T CD8+ (Figuras 8 B), bem como no recrutamento de DCs expressando CCR7 e 

CD40 (Figura 9) quando comparados com os animais controles (não infectados e 

tratados com DCs-pMAC/PS-scFv). As células CD11c+ representaram em média 

46,8 % das células totais e a partir destas, foi analisado a porcentagem da 

expressão de CCR7 e CD40.  
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Figura 8. Ativação de linfócitos T. 1x10
6
 DCs foram transfectadas com pMAC/PS (20 

g/mL) e pMAC/PS-scFv (20 g/mL) para a realização do tratamento. Camundongos foram 
infectados (i.t.) com 1x10

6
 de leveduras de Pb18. Após 7 e 14 dias da infecção os animais foram 

imunizados com PBS, DC, DC-pMAC/PS ou DC-pMAC/PS-scFv. Após a última imunização, os 
pulmões foram retirados e as células totais foram marcadas com (A) anti-CD3/anti-CD4 e (B) anti-
CD3/anti-CD8. A aquisição dos resultados foi feita por citometria de fluxo (FACsCANTO) e a 
análise no software FlowJo. Foram obtidos 50.000 eventos. Como controle utilizamos 
camundongos tratados somente com PBS, DCs não transfectadas e transfectadas somente com o 
vetor (DC-pMAC/PS). 
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Figura 9. Ativação de DCs. 1x10
6
 DCs foram transfectadas com pMAC/PS (20 g/mL) 

e pMAC/PS-scFv (20 g/mL) para a realização do tratamento. Camundongos foram infectados 
(i.t.) com 1x10

6
 de leveduras de Pb18. Após 7 e 14 dias da infecção os animais foram imunizados 

com PBS, DC, DC-pMAC/PS ou DC-pMAC/PS-scFv. Após a última imunização, os pulmões foram 
retirados e as células totais foram marcadas com anti-CCR7/anti-CD40. A obtenção dos resultados 
foi feita por citometria de fluxo (FACsCANTO) e a análise no software FlowJo. Foram obtidos 
50.000 eventos. Como controle utilizamos camundongos tratados somente com PBS, DCs não 
transfectadas e transfectadas somente com o vetor (DC-pMAC/PS). 

 

 

 

 

4.5  DCs-pMAc/PS-scFv modula produção de citocinas 

Sabendo da importância das citocinas na resposta imune na PCM, dosamos a 

produção de IL-4, IFN- e IL-12 em cultura de células totais de linfonodos axilares e 

paratímicos, bem como dos pulmões obtidos de camundongos previamente 

infectados e tratados no 7 e 14 dias, após a infecção, com: PBS, DC, DC-

pMAC/PS ou DC-pMAC/PS-scFv. Após 7 dias do último tratamento, obtivemos as 

células totais destes órgãos e cultivamos in vitro por 24 horas. Posteriormente, 

recolhemos os sobrenadantes e dosamos as citocinas por ELISA.  Como mostra a 

figura 10 (A, B e C), verificamos que houve aumento significativo dos níveis de IFN-

, IL-12 e IL-4, no sobrenadante de cultura de células dos linfonodos do grupo 

imunizado com DC-pMAC/PS-scFv, quando comparamos com os controles. Já, 

quando dosamos as mesmas citocinas a partir de sobrenadante de cultura de 
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células pulmonares, os resultados mostraram diminuição significativa de todas as 

citocinas dosadas em relação ao grupo só infectado, como mostra a Figura 10 (A, B 

e C). 

 

 

Figura 10. Terapia com DC–pMAC/PS-scFv induz aumento de citocinas nos 
linfonodos. Camundongos BALB/c (4 por grupo) foram infectados pela via intratraqueal com 1x10

6
 

leveduras do Pb18. Após 7 e 14 dias, os grupos foram tratados com PBS, DCs transfectadas com 
o vetor vazio (pMAC/PS) e DCs transfectadas com o scFv (DC-pMAC/PS-scFv). Após 7 dias da 
última imunização, os linfonodos foram retirados, as células totais obtidas e cultivadas. Após 

24horas o sobrenadante foi obtido para análise de citocinas, (A) IFN- (B) IL-12 e (C) IL-4, por 
ELISA. *p<0.05 e **p<0,001. 
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Figura 11. Terapia com DC–pMAC/PS-scFv modula produção de citocinas 
pulmonares. BALB/c foram infectados via intratraqueal com 1x10

6
 leveduras do Pb18. Após 7 e 

14 dias, os grupos foram tratados com PBS, DCs transfectadas com o vetor vazio (pMAC/PS) e 
DCs transfectadas com o scFv (DC-pMAC/PS-scFv). Após 7 dias da última imunização, os 
linfonodos foram retirados, as células totais obtidas e cultivadas. Após 24horas o sobrenadante foi 

obtido para análise de citocinas, (A) IFN- (B) IL-12 e (C) IL-4, por ELISA. *p<0.05, **p<0,001 e 
***p<0.0001. 

 

 

4.6  Terapia com DCs-pMAC/PS-scFv induz produção de anticorpos 

Para avaliarmos se a construção do scFv quando trasnfectado em DCs era 

capaz de induzir uma resposta humoral específica, analisamos os níveis de 

imunoglobulinas totais do tipo IgG produzidos, bem como os isotipos IgG1a e IgG2b. 

Para esta análise, camundongos BALB/c foram infectados pela via intratraqueal com 

a cepa Pb18 e, posteriormente, receberam duas doses (7° e 14° dia) de diferentes 

tratamentos: PBS, DCs, DC-pMAC/PS ou DC-pMAC/PS-scFv. Como controle, 

também utilizamos camundongos não infectados e não tratados. Um dia antes de 

cada imunização e 7 dias após a última, o soro destes animais foi obtido e a 

dosagem de IgG realizada em diferentes diluições (1:10 e 1:50) na presença de 2 g 

e 4 g de antígeno livre da parede do fungo (CFA) e na presença de 20 g de gp43. 
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Já os isotipos foram dosados com 4 g de CFA. Os resultados obtidos mostraram 

que ocorreu produção de IgG total na presença tanto de CFA (2 g e 4 g) (Figuras 

12 A e B, respectivamente) como de gp43 (20 ug) (Figura 12 C), porém no decorrer 

do tratamento observamos redução desses níveis quando os animais foram tratados 

com os transfectomas de DCs (DC-pMAC/PS-scFv). Já, analisando o perfil dos 

isotipos produzidos, observamos aumento de IgG2b e diminuição de IgG1a após o 

segundo tratamento, como mostram as figuras 13 A e B, respectivamente. 
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Figura 12. Produção de IgG total. Camundongos BALB/c (4 por grupo) foram infectados 
pela via intratraqueal com 1x10

6
 leveduras do Pb18. Após 7 e 14 dias, os grupos foram tratados 

com PBS, DCs, DCs transfectadas com o vetor vazio (DC- pMAC/PS) e DCs transfectadas com o 
scFv (DC pMAC/PS-scFv). Ainda, como controle, utilizamos camundongos não infectados e não 
tratados. O soro desses animais foram obtidos um dia antes a cada imunização e após 7 dias da 

última para análises de IgG por ELISA, na presença de 2 g e 4 g de CFA (A e B) ou 20 g de 
gp43 (C).  
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Figura 13. Isotipos de IgG. Camundongos BALB/c (4 por grupo) foram infectados 
pela via intratraqueal com 1x10

6
 leveduras do Pb18. Após 7 e 14 dias, os grupos foram tratados 

com PBS, DCs, DCs transfectadas com o vetor vazio (DC- pMAC/PS) e DCs transfectadas com o 
scFv (DC pMAC/PS-scFv). Ainda, como controle, utilizamos camundongos não infectados e não 
tratados. O soro desses animais foram obtidos um dia antes a cada imunização e após 7 dias da 
última para análises de IgG1a (A) e IgG2b (B) por ELISA. Os ensaios foram realizados na 

presença de 4g de CFA.
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5. DISCUSSÃO 

 

Os tratamentos existentes para a PCM são muito longos e em muitos casos 

demoram mais que dois anos. Dessa forma, uma grande parte dos pacientes 

interrompem o tratamento antes mesmo da alta médica (MARQUES et al., 2006). 

Hoje diversos trabalhos objetivam formas mais eficazes para o combate a esta 

doença. Taborda e colaboradores, em 1998, identificaram um peptídeo, denominado 

P10, derivado da gp43 de P. brasiliensis e observaram que esse era capaz de 

proteger camundongos infectados por via i.t. com o fungo induzindo uma resposta 

tipo Th1. Posteriormente, Marques e colaboradores (2006), mostraram que a 

utilização do P10 em combinação com um regime quimioterápico se mostrou eficaz 

na redução do tempo de tratamento e na recidiva da doença.  

Nosso grupo de pesquisa (FERREIRA et al., 2011) construiu uma molécula, 

scFv, a partir de anticorpos Ab2β, que mimetiza o antígeno gp43 de P. brasiliensis e 

demonstrou que a utilização de DCs transfectadas com scFv foram capazes de 

apresentar tal proteína para as células dos linfonodos inguinais e poplíteos, de 

camundongos imunizados pela via intramuscular, bem como foram capazes de 

induzir linfoproliferação antígeno-específica de células T CD4+. Ainda, no mesmo 

trabalho, foi visto que camundongos infectados (i.t.) com P. brasiliensis e tratados 

com DC-pMAC/PS-scFv induziram diminuição da carga fúngica pulmonar, 

mostrando que tal construção gênica tem um grande potencial no tratamento da 

PCM. 

Sabe-se que células Th1 têm um papel fundamental na mediação da resposta 

protetora contra P. brasiliensis, enquanto que padrões Th2 estão envolvidos 

diretamente com a severidade da doença. Para que haja a ativação destas 

respostas, é necessário a participação das DCs, que desempenham um papel 

fundamental no link entre a resposta inata e adaptativa (KARHAWI et al, 2000; 

BERNARD et al., 2001; SOUTO et al., 2000; CALVI et al., 2003). Dessa forma, para 

entendermos melhor os mecanismos pelos quais o modelo de tratamento com DC-

pMAC/PS-scFv foi eficiente, avaliamos o perfil fenotípico das DCs transfectadas com 

pMAC/PS-scFv, bem como a resposta celular (Th1/Th2) induzida por elas. 

 Inicialmente, analisamos se a molécula scFv inserida no vetor de célula de 

mamífero (pMAC/PS-scFv) seria capaz de ativar as DCs residentes, estimulando sua 

capacidade migratória. Nossos resultados mostraram que após imunização 
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intramuscular com pMAC/PS-scFv, ocorreu migração das DCs para os linfonodos 

regionais, com aumento das moléculas CD11c+/CD40+ (Figura 5), importantes na 

ativação de uma resposta celular. Este resultado é importante, pois DCs que 

expressam estas moléculas são mais eficientes na ativação das células T, pois esta 

molécula se liga ao CD40 ligante destas células, ativando-as. Estudos mostram que 

camundongos deficientes de CD40 ligante apresentam redução da resposta de 

células T em seu estágio ativação. Ainda, sabemos que a ligação CD40-CD40L dá 

início a duas vias de sinalização: uma que sinaliza a ativação de células T e a outra 

que induz a expressão de B7 nas DCs estimulando assim a proliferação celular 

(WATTS, 2005). Nossos resultados também mostraram um aumento na população 

de células CD4+ e CD8+ quando comparado com o basal nos linfonodos, sugerindo a 

participação do scFv na proliferação linfocitária (Figura 6 A, B e C). 

Analisando a expressão de CD8+ em DCs, também observamos aumento 

desta molécula (Figura 5) e de acordo com a literatura (PORTER et al., 2011), DCs 

que expressam está molécula estão envolvidas no processo de tolerância 

imunológica. De acordo com Ganesh e colaboradores (2009), DCs CD8- na 

presença de GM-CSF são consideradas tolerogênicas e estas células são capazes 

de induzir Treg Foxp3+ e aumentar a produção de IL-10. Já, DCs CD8+ na presença 

do mesmo estimulador não são capazes de induzir estas mesmas células. Estes 

dados fortalecem nossos resultados, pois além de observarmos aumento da 

expressão da molécula CD8+ nas DCs transfectadas com o scFv, observamos 

diminuição de células T reguladoras nos linfonodos de camundongos imunizados 

com o pMAC/PS-scFv (Figura 6 D). 

As células Treg são fundamentais no controle de doenças autoimunes, 

transplantes de processos infecciosos (McHUGH; SHEVACH, 2002; BELKAID; 

ROUSE, 2005; RUDENSKY, 2011). No entanto, na PCM este processo 

imunoregulatório ainda não está bem esclarecido. Em 2012, Felonato e 

colaboradores mostraram que camundongos suscetíveis e resistentes à esta 

micose, quando tratados com anti-CD25 apresentavam diminuição da carga fúngica 

nos pulmões, fígado e baço, mostrando a importância destas células na 

disseminação da infecção. 

Visto que a imunização com o nosso pMAC/PS-scFv gera uma resposta 

linfocitária com recrutamento de DCs, nosso próximo estudo foi avaliar se esta 

molécula, quando transfectada com DCs derivadas da medula óssea, seriam 
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capazes de modular eficientemente a resposta imune em nosso modelo 

experimental. Após realizarmos o procedimento de transfecção nas DCs (DC-

pMAC/PS-scFv), analisamos se o processo de inserção do DNA nestas células 

levaria alguma alteração na expressão de suas moléculas de superfície. Através da 

metodologia empregada, não visualizamos diferença na expressão das moléculas 

MHC-II, CD11c, CD80 e CD86 (Figura 7), mostrando que o processo de transfecção 

não altera os principais marcadores de superfície destas células.  

Ainda, para entendermos como as DCs transfectadas com o scFv estariam 

modulando a resposta imune na PCM, analisamos o perfil de células ativadas, 

citocinas produzidas e a indução da resposta imune humoral em camundongos 

infectados com a levedura virulenta do fungo (Pb18) e que após 7 e 14 dias foram 

tratados com DC-pMAC/PS-scFv.  

Como toda resposta gera produção de diversos mediadores e ativa diferentes 

populações celulares, após a última imunização com tal transfectoma observamos 

um maior recrutamento de DCs CCR7+/CD40+ (Figura 9), mostrando mais uma vez, 

porém agora em modelo de tratamento, que o nosso inserto aumenta DCs altamente 

capazes de ativar e induzir proliferação de células T (DCs CD40+) (WATTS, 2005), 

bem como DCs migratórias (CCR7+), que migram dos tecidos periféricos para os 

órgãos linfoides iniciando uma resposta celular (FOSTER et al, 1999; GUNN et al, 

1999). Neste mesmo estudo, também foi visto aumento da população de células T 

CD4+ e T CD8+ nos pulmões, quando comparamos com os animais controle (Figura 

8 A e B), sugerindo a participação da resposta imune celular e humoral no controle 

da infecção. Ainda, analisando as citocinas induzidas por este processo, 

observamos diminuição de IL-4, IL-12 e IFN-, também quando comparado ao 

controle (Figura 11). Ao analisarmos as mesmas citocinas, agora produzidas por 

células totais de linfonodos regionais (axilares e paratimicos), observamos aumento 

em todas (Figura 10).  Estes resultados sugerem que nosso modelo de tratamento 

induz um padrão misto de resposta (Th1/Th2). Já foi demonstrado em camundongos 

resistentes a PCM, que as células T CD4+ e T CD8+ estão envolvidas no processo 

de imunidade e que, as mesmas, secretam um padrão misto de resposta, porém 

com predominância de IFN- (KASHINO et al., 2000; CANO et al., 1998 e 

CHIARELLA et al.,2007).   

A fim de sabermos se o nosso transfectoma (DC-pMAC/PS-scFv) seria capaz 

de ativar a resposta imune humoral, com o mesmo modelo de tratamento, dosamos 
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a produção de IgG total, bem como dos isotipos IgG1 e IgG2b. Os resultados 

mostraram que ocorreu a produção de IgG, principalmente nos animais tratados com 

DC e DC-pMAC/PS (controles). Já, quando os camundongos foram tratados com 

DC-pMAC/PS-scFv, observamos diminuição da produção de IgG específica em 

relação ao grupo tratado com o transfectoma DC-pMAC/PS (Figura 12), sugerindo a 

eficiência do nosso inserto neste modelo de terapia para a PCM. Ainda, para 

definirmos o perfil de IgG produzida, dosamos os isotipos IgG1a e IgG2b. De acordo 

com a literatura (STAVNEZER et al., 1996), IgG1 modula a resposta para o tipo Th2, 

enquanto que IgG2b está relacionada a uma resposta do tipo Th1. Nossos 

resultados mostraram que esses animais apresentaram uma diminuição de IgG1 e 

aumento de IgG2b, principalmente após a segunda imunização com DC-pMAC/PS-

scFv (Figura 13), mostrando que a imunização com nosso transfectoma tende a um 

padrão Th1. 

Recentemente, Ladjemi e colaboradores (2011), mostraram que 

camundongos transgênicos MMTV.F.huHER2, que desenvolvem espontaneamente 

tumores mamários, imunizados com scFv69 (Ab3) induziram aumento progressivo 

dos níveis de IgG1, IgG2a e IgG2b até o 41° dia do tratamento, porém quando 

fizeram a razão entre IgG1/IgG2a observaram que houve uma redução gradativa 

destas durante o mesmo período. 

A resposta imune gerada frente a um patógeno é muito complexa, no entanto, 

nossos resultados sugerem que os transfectomas de DCs são eficientes no modelo 

de tratamento realizado, pois modulam a resposta para o tipo Th1, sendo esta, a 

resposta protetora na PCM experimental.
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6. CONCLUSÕES 

 

 A imunização com scFv altera o perfil de DCs e linfócitos nos 

linfonodos: 

 Houve recrutamento de DCs com aumento na expressão das moléculas de 

superfície CD8 e CD40, bem como aumento de linfócitos T CD4 e T CD8 nos 

linfonodos poplíteos e inguinais. Já em relação as células T reguladores 

observamos redução em sua população. 

 A transfecção de DCs não altera o perfil da célula: 

 Após 24 horas do processo de transfecção, não houve alteração nos níveis 

de expressão das moléculas de superfície MHC-II, CD11c, CD80, CD86 e 

CD40. 

 O tratamento com DC-pMAC/PS-scFv, após infecção com P. 

brasiliensis, altera o perfil celular pulmonar: 

 Após 7, 14 e 21 dias de infecção foi realizado os tratamentos, houve aumento 

na população de linfócitos T CD4+ e T CD8+ e de DCs que expressão CCR7 e 

CD40. 

 As citocinas IFN-IL-12 e IL-4 sofreram aumento em seus níveis, nos 

pulmões, e redução, nos linfonodos, após tratamento com DC-

pMAC/PS-scFv. 

 

 Perfil da resposta humoral: 

 Após o tratamento com DC-pMAC/PS-scFv houve diminuição dos 

níveis de IgG total e uma tendência a resposta Th1 devido à redução de IgG1a e 

aumento de IgG2b. 
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Esses dados em conjunto, nos indicam que o tratamento com DC-

pMAC/PS-scFv é eficiente na infecção por P. brasiliensis, devido a modulação 

de uma resposta Th1.
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