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RESUMO

Histoplasma capsulatum é um fungo termodimérfico, encontrado de forma ubiqua na
natureza. As regides endémicas incluem os vales do rio Ohio e Mississipi (EUA), a
América Central e a América do Sul; no Brasil casos da doenca e microepidemias
vém sendo descritos com maior frequéncia na regido sudeste. O antigeno M é uma
glicoproteina encontrada na parede do fungo e induz resposta imune tanto na fase
aguda quanto na fase cronica da doenca. Levando em consideracdo que a
caracterizagdo do antigeno M como candidato a vacina ainda nédo foi realizada é de
grande importancia a avaliacao e identificacdo de epitopos que possam gerar novas
ferramentas para utilizacdo na prevencao da histoplasmose. Neste trabalho foram
sintetizados peptideos, a partir de andlise in silico da sequéncia do antigeno M, com
capacidade tedrica de se ligar e serem apresentados por moléculas de MHC de
classe Il de camundongos C57BL/6. Das sequéncias geradas foram escolhidas e
sintetizadas 12, entre as quais, trés (peptideo 6, 10 e 12) apresentaram resultados
promissores na imunizacdo profilatica de camundongos contra a histoplasmose,
diminuindo a carga fangica nos pulm&es e produzindo citocinas com perfil de
resposta imune do tipo Thl (peptideo 12) e Thl7 (peptideo 10 e 12) em animais
desafiados com indculo subletal do fungo. Também foram identificados 9 peptideos
de H. capsulatum (naturalmente processados e apresentados), por espectrometria
de massa, a partir de macréfagos infectados com leveduras, submetidos a
imunoprecipitagdo para isolamento dos complexos MHC-II-peptideo. Concluimos
gue metodologias de predicdo in silico sdo importantes e de grande utilidade para
mapeamento de sequéncias peptidicas provenientes de proteinas imunogénicas,
visto que, trés peptideos testados apresentaram resultados promissores na
imunizacdo de animais posteriormente desafiados com os fungos; em relacdo a
metodologia de imunoprotedmica para identificacdo de peptideos apresentados por
células APCs apés fagocitose do fungo, acreditamos que essa técnica é promissora,
pois as sequéncias peptidicas identificadas foram naturalmente processadas e
apresentadas, tendo possibilidade de serem capazes de estimular o TCR e
desencadear resposta imune de células T, sendo necessaria confirmagdo com

testes in vitro e in vivo.
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ABSTRACT

Histoplasma capsulatum is a thermodymorphic fungus, found ubiquitously in nature.
Endemic regions include the valleys of the Ohio River and Mississippi (USA), Central
America and South America; in Brazil disease cases and microepidemias have been
described more frequently in the southeast region. M antigen is a glycoprotein found
in the wall of the fungus and induces immune response in both acute and chronic
phases of the disease. The characterization of the M antigen as vaccine candidate
has not yet been performed and it is of great importance the evaluation and
identification of epitopes that can generate new tools for use in the prevention of
histoplasmosis. In this work, peptides from in silico analysis of protein antigen M
sequence, with the theoretical ability to bind and be presented by MHC class I
molecules of C57BL/6 mice, were synthesized. Twelve of the sequences generated
were selected and synthesized, among which three (peptides 6, 10 and 12) showed
promising results in the prophylactic immunization of mice against histoplasmosis,
reducing the fungal load in the lungs and producing cytokines with Thl response
profile (peptide 12) and Thl7 response profile (peptide 10 and 12) in animals
challenged with sublethal inoculum of the fungus. Also, nine peptide sequences of H.
capsulatum (naturally processed and presented) were identified by mass
spectrometry from yeast-infected macrophages submitted to immunoprecipitation to
isolate the MHC-II peptide complexes. We conclude that in silico prediction
methodologies are important and useful for the peptide sequences mapping from
immunogenic proteins, since three peptides tested showed promising results in the
immunization of animals later challenged with fungi; in relation to the
immunoproteomics approach for the identification of peptides presented by APC cells
after phagocytosis of the fungus, we believe that this technique is promising because
the identified peptide sequences were naturally processed and presented, being able
to stimulate the TCR and trigger T cells immune response, confirming with in vitro

and in vivo tests is still required.

Keywords: Histoplasma capsulatum. Vaccines. M antigen. Peptides.

Immunoproteomics.
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1 INTRODUCAO

1.1 Histoplasma capsulatum

Histoplasma capsulatum € um fungo dimorfico, saprobionte, encontrado de
forma ubiqua na natureza, disseminado pelo solo e poeira ricos em nitrogénio e
ambientes contaminados por excrementos de aves, morcegos e outros mamiferos
infectados (LACAZ et al., 2002; WHEAT, 1996), podendo ser isolado de visitantes,
de grutas habitadas por morcegos ou de individuos que tiveram contato com
galinheiros, pombais ou casas desabitadas com acumulo de guano de morcegos
(MUNIZ et al., 2001).

Este micro-organismo € termodimorfico. Macroscopicamente, em meio de
cultura definidos, a temperatura ambiente, apresenta um desenvolvimento
filamentoso, cresce como culturas brancas, algodonosas, de desenvolvimento lento.
Ja a 37° C, desenvolve-se em sua fase leveduriforme, formando colénias cremosas
Uumidas brilhantes e lisas. Microscopicamente, em temperatura ambiente, observam-
se hifas hialinas delicadas, septadas, ramificadas, que produzem microconidios ou
clamidoconidios lisos e equinulados e macroconidios tuberculados. A 37° C e em
meios ricos, pode-se observar, microscopicamente, pequenas células leveduriforme
medindo de 1 a 5 ym de diametro, que sdo encontradas, quando no tecido do
hospedeiro, quase que exclusivamente no interior de macrofagos (figura 1). As
células leveduriforme, no meio de cultura, podem apresentar brotamento, o que
raramente se observa nos tecidos (LACAZ et al., 2002).

Inicialmente o fungo foi classificado em trés variedades [var. capsulatum
(encontrado em todas as regides); var. duboisii (encontrado na Africa) e var.
farciminosum (isolado de cavalos)] de acordo com a morfologia, distribuicdo
geografica e manifestagbes clinicas (KOWN-CHUNG; BENNETT, 1992). Em 2003,
Kasuga e colaboradores (2003) reclassificaram o fungo, por analise da sequéncia
de DNA de quatro genes codificantes de proteinas independentes de 137 isolados
dos seis continentes; oito grupos foram encontrados: North American class 1 clade
(Nam 1); North American class 2 clade (Nam 2); Latin American group A clade (Lam
A); Latim American group B clade (Lam B); Australian clade; Netherlands clade;

Eurasian clade e African clade. Nesse estudo foi notado que todos os espécimes de
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H. capsulatum var. duboisii, assim como, as outras duas variedades (var.
capsulatum e var. farciminosum) estavam contidas no African clade, desta maneira,
0s resultados indicaram que as trés variedades de Histoplasma, sugeridas

anteriormente, ndo possuem sentido filogenético (KASUGA et al., 2003).

Figura 1 — Formas microscépicas do H. capsulatum a temperatura ambiente e a 37 °C.
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(A) Forma filamentosa corada com Azul de Lactofenol (B) Forma de levedura infectando célula
polimorfonuclear corada com Giemsa. Visualizacdo em aumento de 1000x. (Fonte:
Laboratorio de Micologia Médica da UFMS)

Recentemente um novo estudo foi realizado por Sepulvida e colaboradores
(2017), onde foi analisado o genoma total de 30 isolados de Histoplasma de cinco
dos sete grupos filogenéticos encontrados por Kasuga e colaboradores (2003) (Nam
1; Nam 2; Lam A; Linhagem H81 e African clade) sugerindo uma nova organizagao
taxondbmica do género com pelo menos quatro novas espécies cripticas:
[Histoplasma capsulatum sensu stricto Darling 1906 (formalmente conhecido como
linhagem do Panama& ou 81H); Histoplasma mississippiense sp. nov. (formalmente
conhecido como Nam 1); Histoplasma ohiense sp. nov (formalmente conhecido com
Nam 2) ; Histoplasma suramericanum sp. nov. (formalmente conhecido com Lam A)]
(SEPULVEDA et al., 2017) (figura 2).
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Figura 2 — Proposta de nova organizacao taxinbmica dos grupos filogenéticos de H. capsulatum
(Nam 1, Nam 2, Lam A e Panama).
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Esquema representa a proposta de criacdo de novas quatro espécies de H. capsulatum apos analise
do genoma de isolados pertencentes a grupos filogenéticos caracterizados por Kasuga e
colaboradores (2003) (adaptado de: Sepulvida et al., 2017).

1.2 Histoplasmose e diagndéstico

A histoplasmose foi reportada pela primeira vez em 1906 por um patologista
chamado Dr. Samuel Taylor Darling, que observou estruturas semelhantes a
Leishmainia em um material de autopsia no Hospital Ancon, localizado na Zona do
Canal do Panama. O caso descrito foi o de um trabalhador proveniente de
Martinique, onde foi observado, envolvimento generalizado pela doenca,
hepatoesplenomegalia e anemia, levando Darling a acreditar que a doenca era
causada por um protozoario. O nome Histoplasma capsulatum foi sugerido por
Darling, devido aos histidcitos (“histio”) aumentados e as estruturas “plasmodiumlike”
observadas. A descricdo correta do micro-organismo so foi realizada em 1912 pelo
patologista brasileiro Henrique da Rocha-Lima que o classificou como fungo
(SCHWARZ; BAUM, 1957).

A porta de entrada para H. capsulatum é através da inalacdo dos
microconidios presentes no ar, 0os quais se transformam em leveduras apos a

infeccdo e rapidamente séo ingeridos por macrofagos e neutrofilos (Figura 3). O
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fungo tem a capacidade de evitar a destruicéo intracelular podendo ser transportado
por via linfatica e corrente sanguinea, contudo a infecgéo inicial € normalmente
contida pela resposta imune inata e adaptativa do hospedeiro. Em individuos
imunocompetentes a doenca pulmonar € geralmente subclinica a limitada, no
entanto pode ser fatal quando individuos saudaveis sédo infectados com grande
quantidade de in6culo (MIHU; NOSANCHUK, 2012).

Figura 3 - Meio ambiente e forma de infectante do H. capsulatum.

Ambiente e forma filamentosa

Hospedeiro

Forma filamentosa do fungo presente no ambiente (1) é suspensa no ar (2) e sdo inaladas pelo
hospedeiro susceptivel (3). Transformam-se em levedura (37°C); no pulméo (4) sdo fagocitadas e
transportadas para os linfonodos (5) e posteriormente para outros 6rgdos pela corrente sanguinea.
(adaptado de: https://www.cdc.gov/fungal/diseases/histoplasmosis/causes.html).

A histoplasmose classica € uma micose sistémica causada por H. capsulatum
var. capsulatum. Esta micose é relativamente rara, restrita a surtos epidémicos,
apresentando manifestacdes variadas, dependendo do estado imunoldgico do
paciente. A histoplasmose ganhou renovada importancia, dada sua maior frequéncia
e por seu comportamento oportunista em paciente imunodeprimidos: tais como
pacientes com AIDS, com cancer ou mesmos em criangas menores de um ano e
pessoas idosas. Em tais casos, apresenta clinica, evolucdo e progndésticos mais
graves podendo ser letal (WHEAT et al., 1990).

As manifestacbes clinicas da histoplasmose incluem desde a forma
assintomatica, pulmonar aguda, pulmonar crénica a infeccdo extrapulmonar
disseminada. Individuos higidos podem apresentar tosse, febre, dispneia e astenia

em uma (reinfeccdo) a trés (infeccdo primaria) semanas apds exposi¢cdo ao fungo.
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Os achados clinicos séo diferentes dependendo se o hospedeiro foi previamente
infectado ou ndo e também do tamanho do indculo inalado (KAUFFMAN, 2007). Nos
pacientes imunodeprimidos, principalmente nos portadores de HIV, doencas
neoplasicas, transplantados e diabéticos, a infeccdo por H. capsulatum representa
doenca de alta gravidade e com sério risco de disseminacdo (KAUFFMAN, 2007,
WHEAT; KAUFFMAN, 2003).

Estima-se que cerca de 90 a 95% dos individuos que se infectam por H.
capsulatum ndo desenvolvem a doenca ou apresentam sintomatologia clinica leve,
com regressao espontanea dos sintomas. A gravidade da doenca, em individuos
imunocompetentes, parece estar relacionada ao tamanho da carga flngica e ao
tempo de exposicdo: periodos curtos, como 20 minutos, proporcionam sintomas
leves; enquanto que uma exposicdo de 50 a 60 horas pode acarretar no
desenvolvimento de doenca grave e, por vezes, fatal (EISSENBERG; GOLDMAN,
1991; WHEAT,; KAUFFMAN, 2003). A infeccdo aguda pode ainda levar a outras
manifestacbes da doenca, como, por exemplo, as formas cavitaria cronica e a
disseminada. A histoplasmose disseminada é a forma clinica mais grave e apresenta
evolucdo potencialmente fatal decorrente da deficiéncia da imunidade celular do
hospedeiro, estando intimamente relacionada as infeccdes oportunistas. Entre os
possiveis hospedeiros estdo: criangas com imaturidade imunolégica, idosos
debilitados, imunossuprimidos e individuos portadores do HIV (KAUFFMAN, 2007;
WHEAT; KAUFFMAN, 2003).

Com o surgimento da AIDS, em 1981, observou-se aumento do nimero de
casos de histoplasmose disseminada associada aquela patologia, apresentando-se
como a primeira infeccdo oportunista combinada a outras infeccfes e/ou neoplasias,
desencadeada provavelmente pelo despertar de processos pulmonares quiescentes,
em pacientes residentes ou procedentes de zonas endémicas. Este fato levou o
CDC (Center Diseases Control), em 1985, quando ndo havia provas soroldgicas e
moleculares para a identificacdo do HIV, a incluir a histoplasmose disseminada
como infeccao “marcadora” da AIDS (WHEAT; KOHLER; TEWARI, 1986).

O diagnastico definitivo para a maioria das micoses, incluindo histoplasmose,
€ a identificacdo do agente etioldgico por processos histolégicos e o isolamento do
fungo em cultura, este ultimo considerado o método padrdo. Contudo, em algumas
situacdes o estado fisico ou clinico dos pacientes impossibilita 0 acesso ao local da

leséo, impedindo assim a coleta do material biolégico. O tempo prolongado (duas a
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seis semanas) necessario para 0 crescimento e identificacdo em cultura, a
dificuldade para diferenciar H. capsulatum de outros fungos em tecido e a
necessidade de diagnostico diferencial (Leishmania e Toxoplasma) sdo outros
fatores que dificultam o diagnéstico da histoplasmose (LACAZ et al., 2002). Como
alternativa ao diagnostico micolégico direto pode-se incluir os testes sorologicos
como a imunodifusdo e a pesquisa de anticorpos através de testes
imunoenzimaticos como ELISA e Western blot (ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 1994a).
Os testes imunoenzimaticos, na histoplasmose, tém como finalidade procurar
anticorpos contra os antigenos M e H que s&o originarios da parede celular do
fungo. No entanto ha algumas limitagbes nesses testes como reacdes cruzadas com
outros micro-organismos. Grande parte dessas reacdes cruzadas é devido aos
carboidratos presentes na parede celular (ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 1994b).

1.3 Epidemiologia

H. capsulatum é endémico nos vales dos rios Ohio e Mississipi (EUA),
Ameérica Central e América do Sul e ha microfocos no leste dos Estados Unidos, sul
da Europa, Africa e sudeste da Asia (KAUFFMAN, 2009). Véarias microepidemias de
histoplasmose tém sido descritas quando ambientes abrigando o fungo séao
alterados por atividades humanas tais como exploracédo de cavernas, demoli¢cdes de
construcbes antigas, arrumacbes de acampamentos, desflorestamentos,
urbanizacdo macica em locais antes ocupados pela natureza, trabalho em locais de
risco manuseando solos ricos em componentes organicos, limpeza de galinheiros
(JIMENEZ et al., 2002).

Em 2018, Adenis e colaboradores (2018) avaliaram 1310 artigos publicados
até o ano de 2015 e estimaram a prevaléncia de exposicéo prévia de pessoas ao H.
capsulatum (por analise dos inquéritos epidemioldgicos com histoplasmina) (figura
4) e a incidéncia anual de histoplasmose associada ao HIV em paises da América
Latina, nesse estudo, areas com prevaléncia de exposi¢cado ao fungo maior que 30%
e com incidéncia de casos de histoplasmose associado ao HIV maior que 1,5 casos
por 100 pessoas doentes, foram considerados como area de maior risco, sendo
elas: América Central, regides mais ao norte da América do Sul e Argentina
(ADENIS et al., 2018).
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Figura 4 - Estimativa média de prevaléncia de exposi¢do prévia da populacdo ao H. capsulatum na
Ameérica Latina.
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Mapa demonstrando estimativa média da prevaléncia em porcentagem (diferenciada por cores) da
exposicdo da populacdo ao H. capsulatum em cada pais da América Latina. (adaptado de: Adenis et
al., 2018).

No Brasil, a incidéncia da histoplasmose tem sido demonstrada pela
observacéo de casos clinicos, seja sob a forma de casos isolados ou sob a forma de
microepidemias; bem como pela realizacdo de inquéritos epidemiolégicos
empregando o teste cutaneo com histoplasmina (LACAZ et al., 2002). Em estudo
realizado por Prado e colaboradores (2009), no periodo de 1996 a 2006
demonstrou-se que a histoplasmose vem crescendo como causa de morte
associada ou ndo com a AIDS. Nesse periodo observou-se que dentre todas as
micoses sistémicas, a histoplasmose estd como a terceira causa de morte em
pacientes com AIDS e que a regido do Brasil mais afetada pela doenca é a regido
sudeste acometendo mais pessoas com idade entre 30 a 50 anos do sexo masculino
(PRADO et al., 2009).

Casos da doenca, microepidemias e isolamento do fungo de animais tém sido

relatados principalmente na regido nordeste e sudeste do Brasil (CORREIA et al.,
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2016; CURY et al.,, 2001; DEUS FILHO et al., 2009; FAIOLLA et al., 2013). Em
trabalho realizado em 2011, foram analisados 2427 morcegos no periodo de cinco
anos (2003 a 2008) e H. capsulatum foi isolado de 87 (3,6%), um dado relevante,
pois demonstra a presenca do fungo em areas densamente povoadas como S&ao
Paulo (DIAS et al., 2011). Em estudo similar e mais recente, na regido centro-oeste
do estado de S&o Paulo foram analisados 172 morcegos e a prevaléncia para
infeccdo foi de 8,1%, reforcando a importancia dos morcegos como agentes
dispersantes do fungo por ambientes urbanos (DA PAZ et al., 2018). Outras areas
do Brasil também tém relatado casos de histoplasmose, como no estado do Mato
Grosso do Sul (CHANG et al., 2007), Goias (DA SILVA FERREIRA et al., 2017),
Santa Catarina (OLIVEIRA; UNIS; SEVERO, 2006), Rio Grande do Sul (SEVERO et
al., 2001).

Além de centros urbanos, um forte indicativo da presenca do fungo em
cavernas de varios estados do pais foi descrito por Vicentine e colaboradores
(2012) ao avaliar amostras de soro de profissionais com atividades relacionadas a
cavernas (15 bi6logos), através de testes sorolégicos (immunoblotting), detectando
anticorpos contra antigenos especifico de H. capsulatum em 94,1% das amostras
analisadas. O questionario epidemiolégico revelou que as cavernas visitadas
estavam distribuidas por todas as regifes do Brasil, sendo a sua maioria localizada

nas regifes sudeste e centro-oeste (VICENTINI et al., 2012).

1.4 Mecanismos de viruléncia

A patogénese do fungo pode ser observada a partir do seu contato com o
hospedeiro, quando a forma de micélio perde sua atividade metabdlica, na
temperatura corporea, e ocorre a mudanca para forma de levedura (MITTAL et al.,
2018). Essa mudanca morfolégica € geralmente regida por reguladores
transcricionais que desencadeiam a cascata de expressdo génica (NGUYEN; SIL,
2008). Nguyen e Sil (2008) identificaram o gene RYPL1 (required for phase growth)
gue é necessario para o crescimento da forma de levedura a 37°C e demonstraram
gue cepas sem esse gene ndo conseguiam sair da forma filamentosa, independente
da temperatura. Posteriormente foram identificados os genes RYP2 e RYP3
(WEBSTER; SIL, 2008) e o gene RYP4 (BEYHAN et al., 2013), todos envolvidos na

morfogénese do fungo.
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Histoplasma capsulatum possui diverso mecanismos de viruléncia, 0os quais
estdo principalmente associados a moléculas expressa em sua superficie. Essas
moléculas sdo responsaveis pela interacdo do fungo com as células do sistema
imune do hospedeiro, dessa maneira, possuem grande importancia para
sobrevivéncia do patdégeno, evitando sua destruicdo pelo sistema imune inato,
permitindo sua multiplicagcéo e sobrevivéncia (MIHU; NOSANCHUK, 2012).

Os principais receptores de superficie em macrofagos alveolares sao: LFA-1
(CD11a/CD18), CR3 (CD11b/CD18) e CD4 (CD11B/CD18) (BULLOCK; WRIGHT,
1987). A Heat Shock Protein 60 (HSP60) € considerada o mais importante ligante do
fungo aos macréfagos, essa proteina é reconhecida pelo receptor CR3
(CD11/CD18) e essa interacdo é a provavel razédo pela qual o fungo consegue entrar
na célula sem desencadear o burst oxidativo (EISSENBERG; GOLDMAN, 1987;
LONG et al., 2003).

A parede celular dos fungos é composta por grande quantidade de
carboidratos, podendo chegar até a 80%. Os agucares a e B-glucanas fazem parte
da composicéo da parede de H. capsulatum, os quais sdo estruturas antigénicas e
sao importantes no reconhecimento e modulacéo da resposta imune do hospedeiro
(GUIMARAES; CERQUEIRA; NOSANCHUK, 2011). Em 2001, Brown e Gordon
demostraram que a Dectina-1 era o receptor responsavel pelo reconhecimento das
B-glucanas, e era capaz de mediar a fagocitose ndo opsonizada de patdgenos
oportunistas, pelo reconhecimento desses acucares (B-1,3-linked e fB-1,6-linked
glucanas) (BROWN; GORDON, 2001). A presenca de a-(1,3) glucana € um
importante fator de viruléncia do fungo; Rappleye e colaboradores (RAPPLEYE;
EISSENBERG; GOLDMAN, 2007) demonstram que a a-(1,3) glucana presente na
parede do H. capsulatum é capaz de bloguear sua deteccdo pelos receptores
padrées de reconhecimento (RRPs) dos macréfagos do hospedeiro, mascarando
sua presenca e desta maneira evitando o inicio da resposta desencadeada pela
deteccédo do fungo pelo receptor Dectina-1 (RAPPLEYE; EISSENBERG; GOLDMAN,
2007).

ApOs ser fagocitado, para poder sobreviver, o H. capsulatum precisa superar
varias adversidades nesse novo ambiente, como: a producdo de espécies reativas
de oxigénico e nitrogénico; a acidificagdo do fagossomo e fusdo deste com
lisossomo e a escassez de nutrientes essenciais (ferro e célcio) para sua
sobrevivéncia (MITTAL et al., 2018).
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Um mecanismo de sobrevivéncia importante, responsavel pela resisténcia do
fungo as espécies reativas de oxigénio (ROS), é a producdo da superoxido
desmutase Sod3, secretada e associada a superficie celular. A funcéo atribuida a
Sod3 foi confirmada observando-se que cepas de H. capsulatum n&o produtoras de
Sod3 eram susceptiveis a morte por macréfagos e polimorfonucleares que
produziam ROS (YOUSEFF et al.,, 2012). Outras enzimas importantes para
sobrevivéncia da levedura frente a producédo de ROS séo as catalases B e P (CatB e
CatP). Holbrook e colaboradores (2013) confirmaram experimentalmente que essas
duas enzimas fornecem protecdo moderada ao fungo contra macréfagos
dependentes da producédo de ROS in vitro (HOLBROOK et al., 2013).

A producdo de o6xido nitrico (NO) pela célula é outro mecanismo para
restringir o crescimento do fungo, entretanto sua acdo € apenas fungistatica, nao
sendo capaz de mata-lo (NAKAMURA; WU-HSIEH; HOWARD, 1994). A infeccéo
persistente por H. capsulatum € devido a sua capacidade de sobreviver a exposi¢ao
as espécies reativas de nitrogénio (RNS); para entender esse fenbmeno Nittler e
colaboradores (2005), utilizaram a técnica de shotgun genome microarray para
tracar o perfil transcriptacional de H. capsulatum em relacdo aos compostos
geradores de NO e foi encontrado um gene, o NOR1, que codifica uma proteina com
sequéncia homologo a proteina P450 oxido nitrico redutase, sendo essa proteina
suficiente para aumentar a resisténcia do fungo aos RNS em cultura (NITTLER et al.,
2005).

Para um patégeno sobreviver no hospedeiro, o ferro € um nutriente essencial,
pois € um co-fator de muitas enzimas metabdlicas do micro-organismo. Em H.
capsulatum ja foram observados pelo menos trés mecanismos para obter ferro do
meio e do hospedeiro, que séo: producdo do quelante hydroxamate sideropore
rhodotorulic acid, capaz de quelar o ferro da proteina transferrina do hospedeiro;
habilidade de secretar trés diferentes redutores de ferro (reduced glutathione-
dependent enzymatic redutase; redutores ndo enzimaticos de baixo peso molecular
e uma cell surfasse reducing activity) e capacidade de utilizar o “complexo de multi-
copper oxidade” (FET3) e uma permeasse férrica (FTR1) que possuem alta
afinidade para transportar ferro (lll) (HILTY; GEORGE SMULIAN; NEWMAN, 2011).

Outra proteina importante secretada pela levedura de H. capsulatum € a
calcium-binding protein (CBP), responsavel pelo seu crescimento em condi¢cdes de

calcio limitado. Sebghati e colaboradores (2000) observaram que isolados de H.
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capsulatum sem o gene CBP1, responsavel por codificar a CBP, perdiam a
capacidade de destruir macrofagos in vitro, demonstrando que essa proteina €&
importante no parasitismo intracelular do fungo, possibilitando sua sobrevivéncia
(SEBGHATI; ENGLE; GOLDMAN, 2000).

1.5 Resposta imune

A producdo de citocinas do tipo Thl (IFN-y, TNF-a) é o perfil de resposta
necessario para protecdo contra a infeccdo causada por H. capsulatum, sendo a
producdo de IFN-y crucial na infeccdo primaria e a produgédo de TNF-a em uma
infeccdo secundaria. Vérias células participam da resposta contra o micro-
organismo, desde a resposta inicial (inata) com participacdo de macréfagos, células
polimorfonucleares, células NK (natural killer) e células dendriticas até o inicio da
resposta adaptativa, onde células T (CD4 e CD8) tém grande importancia no
controle e clearence do micro-organismo no hospedeiro. Os macréfagos também
tém importancia na producdo de citocinas que podem polarizar uma resposta
protetora do tipo Thl ou Th1l7 (Figura 5) (CAIN; DEEPE, 1998; KROETZ; DEEPE,
2012).

Figura 5 - Esquema de resposta imune protetora contra histoplasmose.
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ApOs entrar no hospedeiro, o fungo é internalizado por macréfagos (M¢), polimorfonucleares (PMN) e
células dendriticas (DC). Os macréfagos quando ndo ativados permitem a sobrevivéncia e
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multiplicagdo do micro-organismo, ja polimorfonucleares e células dendriticas inibem seu
crescimento. As citocinas IL-12, IL-6 e IL-23 sdo produzidas durante a resposta inata e podem
polarizar a respostas de células T (T) para o tipo Thl (IFN-y, INF-a, IL-18, GM-CSF) ou para o tipo
Thi7 (IL-17A, IL-17F, IL-22). (adaptado de: KROETZ; DEEPE, 2012).

Apés ser inalado, H. capsulatum é primeiramente reconhecido por receptores
presentes nas células do sistema imune, o0s chamados receptores de
reconhecimento de padrées (PRRs). Nos macrofagos a Dectina-1 é responsavel
pela detecgdo das B-glucanas presentes na parede celular, mediando a fagocitose
do fungo (BROWN; GORDON, 2001). Apos a entrada no macrofago, varios
processos sao iniciados pela célula contra a levedura, como: acidificacdo do
fagossoma, producéo de ROS e RNS e a diminuicdo de disponibilidade de ferro e
zinco na célula (MITTAL et al., 2018).

Células dendriticas (DCs) também sdo capazes de fagocitar o fungo,
entretanto, o reconhecimento do patdégeno é realizado pelo receptor de fibronectina.
Gildea e colaboradores (2001) demonstraram que DCs humanas sédo capazes de
fagocitar, processar e apresentar as leveduras, estimulando a proliferacdo de
linfécitos, sugerindo que essas células podem facilitar a indu¢cdo de uma resposta
imune celular (GILDEA; MORRIS; NEWMAN, 2001). Outra funcdo importante
relacionada as DCs € a capacidade de realizar apresentacao cruzada de antigeno
de H. capsulatum, apds a levedura ou macrofagos em processo de apoptose
contendo antigenos do fungo, ser fagocitado ou captados por essas células,
estimulando a proliferacdo de células T CD8, como foi observado por Lin e
colaboradores (2005).

H. capsulatum apresenta resisténcia a morte pelo mecanismo de burst
oxidativo dos neutréfilos polimorfonucleares (PMNs) murino, demonstrado em
experimentos in vitro por Kurita e colaboradores (1991). Todavia, Newman e
colaboradores (1993) observaram PMNs humanos possuem potente atividade
fungistéatica contra o fungo, principalmente quando a proporcdo de PMNs € muito
maior em relacdo as leveduras (10:1 a 50:1). Os granulos azurofilos sdo os
principais responsaveis pela atividade fungistatica dessas células, que reconhecem
o fungo pelos receptores de complemento CR tipo 1, CR3 e FcR Il (CD 16), sendo
necessario a opsonizacao das leveduras para se observar o efeito fungistatico sobre
o fungo (NEWMAN; GOOTEE; GABAY, 1993).

E de vital importancia caracterizar o perfil de células na resposta inflamatoria

e de producdo de citocinas durante a infeccdo pulmonar por H. capsulatum, para
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compreender as alteracdes que ocorrem na imunidade do hospedeiro, desta
maneira Cain & Deepe (1998) avaliaram a evolugao da resposta imune primaria em
pulmbes de camundongos (C57BL/6) infectados, via intranasal, com leveduras do
fungo, comparando os tipos celulares de animais controle (ndo infectados) e
infectados e mensurando os niveis de citocinas, de maneira indireta, por PCR,
detectando os niveis de mRNA (CAIN; DEEPE, 1998). Ao analisar a resposta
inflamatoria celular, foi observado o aumento inicial de células da linhagem mieloide
no dia 5 (apds infeccao), seqguido de macrofagos, PMNs e células Natural Killer (NK),
com picos maximos no dia 7 e aumento de células T no dia 10. Durante o curso da
infeccdo, os primeiros transcritos especificos detectados foram a IL-12 e IL-4,
seguido de IL-2 e IFN-y (dia 5 ao dia 10). A deteccdo prévia de transcritores
especificos de IL-12 é justificada, pois, € uma das primeiras citocinas produzidas
apos infecgbes por parasitas intracelulares e sua secrecdo estimula a producéo de
IFN-y. A produgédo de IFN-y durante a infecgdo primaria foi atribuida a células T e
NK, apdés serem isoladas por “cell sorting” e o IFN-y ser dosado no citoplasma,
sendo encontrado em elevadas quantidades (CAIN; DEEPE, 1998).

Um mecanismo importante na resposta imune contra micro-organismos
intracelulares é o mediado por células T citotéxicas (CTL), como o que envolve as
perforinas, que sao glicoproteinas com capacidade de se ligar a membrana celular
de formar poros, sendo expressas principalmente por células T CD8, células NKs e
células T y & (KAGI et al., 1996). A importancia das perforinas, na infecgéo por H.
capsulatum, foi descrita pela primeira vez por Zhou e colaboradores (2001) utilizados
camundongos com deficiéncia na producdo de perforinas knockout (PfKO) que
guando desafiados com o fungo apresentavam aumento da carga fungica e morte
acelerada; para correlacionar a atividade citolitica das perforinas as células NK, foi
realizado um ensaio utilizando células YAC-1 como alvo, onde os resultados
sugeriram que a atividade citolitica mediada por essas células pode ser importante
no controle inicial do fungo (ZHOU et al., 2001).

Trabalhos vém demonstrando que as células T possuem papel essencial na
resposta e resisténcia a infecgdo por H. capsulatum (ALLENDORFER; BRUNNER;
DEEPE, 1999; CAIN; DEEPE, 1998; DEEPE, 1994). Cain e Deepe (CAIN; DEEPE,
1998) observaram migracdo de células T CD4 e CD8 na resposta inflamatéria
pulmonar em camundongos a partir do décimo dia de infec¢cdo e a producdo de

grande quantidade de IFN-y, citocina chave na defesa contra a infec¢do, por essas
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células. Em outro estudo, animais com ceélulas T CD4 depletadas tiveram
comprometimento na producgdo de IFN-y quando infectados com o fungo e animais
com deplecdo das células CD4 e CD8 desafiados com uma infeccdo secundaria
tiveram sobrevida diminuida (ALLENDORFER; BRUNNER; DEEPE, 1999). Em
1994, resultados de Deepe (1994) indicaram a necessidade de células T CD8 para
eliminacao total do fungo do tecido de animais infectados com H. capsulatum, para
demonstrar esses dados, camundongos foram tratados com anticorpos anti-CD8 e
posteriormente desafiados (DEEPE, 1994).

Outras citocinas relacionadas a uma resposta protetora contra a infecgao sao
a IL-17 e IL-23, as quais podem promovem uma resposta protetora do tipo Thl7,
como foi demostrado em animais com deficiéncia na producdo de IL-12 desafiados
com o fungo, sugerindo que existe um papel regulatério dessa citocinas em
camundongos infectados com H. capsulatum com deficiéncia de resposta imune do
tipo Thl (DEEPE; GIBBONS, 2009). Em trabalho mais recente foi observado que
animais imunossuprimidos, com falta de células CD4, podiam ser vacinados com
sucesso contra infeccdo letal de H. capsulatum ou Blastomyces dermatitidis com
vacina indutora de resposta mediada por células Tcl17 (células T CD8 produtoras de
IL-17) (NANJAPPA et al., 2012). J& citocinas relacionadas a uma resposta imune do
tipo Th2, como IL-4 e IL-10, estdo relacionadas ao aumento da mortalidade de
animais infectados com o fungo (MIHU; NOSANCHUK, 2012).

A resposta humoral tem um papel limitado na histoplasmose, visto que altos
titulos de anticorpos, no soro, especificos contra H. capsulatum n&o estédo
correlacionados com protecdo contra a doenca, entretanto ha relatos de resposta
imune protetora em animais tratados com anticorpos monoclonais (MADbsS)
(GUIMARAES et al., 2009; NOSANCHUK et al., 2003). Nosanchuk e colaboradores
(2003), ao administrar mAbs, provenientes de animais vacinados com leveduras
inativadas por aquecimento, em camundongos, antes de serem infectados com o
fungo, observaram menor inflamagédo nos pulmfes e diminuicdo da carga fangica
nos érgdos desses animais, quando comparados ao controle (NOSANCHUK et al.,
2003). Outros mAbs que apresentaram capacidade protetora contra a infecgcdo por
H. capsulatum foram os obtidos a partir da proteina HSP60 (IgG1 e IgG2a) que
prolongaram a sobrevida de animais tratados e desafiados com o fungo e tiveram a
capacidade de induzir a producao de citocinas associadas a resposta do tipo Thl
(IL-2, IL-12 e TNF-a) (GUIMARAES et al., 2009).
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1.6 Antigeno M

A parede celular é de importancia vital para a célula fangica, pois é
responsavel pela protecdo contra danos mecanicos, além de atuar com uma barreira
filtrante para moléculas (CABIB et al., 1997) e apresenta em sua porcao externa,
moléculas glicosiladas que estdo envolvidas em importantes funcbes bioldgicas
como a patogenicidade e viruléncia, além de ser uma fonte significante de antigenos
(LOPEZ-RIBOT et al., 2004).

Os antigenos H e M de H. capsulatum, sé@o glicoproteinas e estéao localizadas
na parede do fungo. Estes antigenos podem provocar tanto uma resposta imune
humoral quanto adquirida (HARRIS; DEEPE, 1988), também estdo envolvidos na
patogénese da histoplasmose.

O antigeno M é considerado imunodominante, pois anticorpos contra esse
antigeno sédo os primeiros a surgirem na histoplasmose aguda, além de poder ser
detectado durante o todo o curso da doenca (WHEAT et al., 1982). Essa proteina foi
previamente purificada utilizando métodos cromatogréaficos e caracterizada por uma
combinacdo de ensaios imunoquimicos, sendo observado que sua massa molecular
varia de acordo com a glicosilacdo (70-94 kDa), além de possuir epitopos
especificos e ndo especificos tanto proteicos quanto glicosidicos (ZANCOPE-
OLIVEIRA et al., 1993, 1994a, 1994b).

Em 2008, Guimardes e colaboradores (2008) expressaram e purificaram a
proteina antigeno M recombinante, onde o cDNA amplificado do gene que codifica a
proteina M foi digerido com as enzimas de restricdo e ligado ao vetor de expressao
pPQE40 (Qiagen); apos esse processo, o produto obtido foi utilizado para transformar
cepas Escherichia coli M15 (Qiagen) e as colbnias positivas para presenca do
plasmideo foram utilizadas para expresséo da proteina recombinante (GUIMARAES
et al., 2008). Nesse trabalho foi demonstrado que essa molécula esta localizada na
parede do fungo na fase de micélio além de estar presente na superficie da levedura
e que atua como uma catalase, possuindo importancia na viruléncia do fungo, visto
gue essa proteina pode estar envolvida na protecdo contra o estresse oxidativo
(GUIMARAES et al., 2008).
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1.7 Vacina contra histoplasmose

O conceito de desenvolvimento de vacinas contra fungos continua a ser
viavel, mas ndo atraiu muita atencéo por causa da incidéncia relativamente baixa de
infeccdo e a distribuicdo geogréfica limitada de diversos fungos em relacdo a muitas
doencas virais, bacterianas e parasitarias. No entanto, com o aparecimento da AIDS
e 0 uso de potentes terapias imunossupressoras para combater as doencas
autoimunes, neoplasias e rejeicdo de transplante renovou-se 0 interesse no
desenvolvimento de vacinas contra diversas micoses. O grande desafio para o
desenvolvimento de vacinas fungicas € a identificacdo de epitopos
imunologicamente ativos que possam promover a eliminacdo desses organismos
(CUTLER; DEEPE; KLEIN, 2007).

A pesquisa de imundgenos protetores para histoplasmose é de longa data.
Estudos preliminares mostraram que o0 extrato de etilenodiamina proveniente da
propria parede de H. capsulatum pode conferir protecdo contra o fungo em modelos
experimentais de histoplasmose (GARCIA; HOWARD, 1971).

Estudos mais recentes demonstraram que a imunizagdo com a molécula
recombinante HSP60 confere uma resposta protetora em diferentes linhagens de
camundongos infectados, com um indculo letal de H. capsulatum, sendo capaz de
estimular a producéo de células T CD4" e de citocinas como IL-10, IL-12 e IFN-y
(GOMEZ; RHODES; DEEPE, 1991). Em outro trabalho, a HSP60 foi mapeada e
segregada em polipeptideos e apds imunizagcdo com uma das sequéncias (porcao
F3) observou-se a reducdo da carga fangica e aumento da sobre vida dos animais
(DEEPE; GIBBONS, 2002). Os resultados obtidos com a HSP60 mostraram-se
promissores, entretanto o uso dessa proteina como vacina esta limitado, devido a
sua alta homologia com a HSP60 humana, o que pode causar uma reacao
autoimune (DEEPE, 2004).

Outra proteina estudada no desenvolvimento de vacina contra a
histoplasmose foi o antigeno H. No primeiro trabalho camundongos BALB/c foram
imunizados com o antigeno H recombinante, no entanto esta imunizacdo né&o
demonstrou protecdo em animais infectados com doses subletais e letais de
leveduras do fungo, sugerindo que a proteina ndo gerava uma resposta suficiente
para proteger os animais (DEEPE; DUROSE, 1995). Estudos posteriores

demonstraram que camundongos BALB/c e C57BL/6 imunizados com antigeno H e
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infectados por via nasal, quatro semanas apos a vacinacao, foram protegidos contra
indculos letais e subletais de leveduras de H. capsulatum. A vacinacgao foi associada
com a producdo de IFN-y, GM-CSF, IL-4 e IL-10 pelos esplendcitos. Esses dados
sugerem gue o antigeno H pode ser importante como um imundgeno protetor contra
histoplasmose pulmonar (DEEPE; GIBBONS, 2001). Contudo os estudos com essa

proteina ndo foram continuados.

1.8 Complexo de histocompatibilidade e ligacdo MHC-peptideo

Os principais mecanismos de defesa utilizados por organismos superiores
para combater patdogenos sédo os de imunidade celular (célula T mediada) e humoral
(anticorpo mediada), nesse processo antigenos intactos sdo reconhecidos por
anticorpos enquanto células T, através de receptores, identificam material “ndo
proprio”, pelo reconhecimento de antigenos apresentados pelo Complexo de
Histocompatibilidade (MHC), todavia a resposta imune so sera iniciada se o peptideo
apresentado for antigénico (RUDOLPH; STANFIELD; WILSON, 2006).

Os linfocitos T sdo capazes de reconhecer antigenos como peptideos
associados ao MHC, nesse processo estdo envolvidos os Receptores de Células T
(TCRs) e peptideos antigénicos apresentados (BRUSIC; FLOWER, 2004;
ROTZSCHKE et al., 1991). Uma grande variedade de TCRs S0 expressos, 0s quais
reconhecem moléculas presentes na superficie de outras células, os MHCs, que
tém a capacidade de se complexar com pequenos fragmentos de peptideos
derivados de proteinas processadas de patdgenos ou do préprio hospedeiro,
entretanto alguns complexos (antigeno-MHC) séo reconhecidos pelos TCRs
enquanto outros ndo, quando reconhecidos sdo capazes de desencadear uma
resposta imune e esse peptideo, acoplado ao MHC, pode ser referido como epitopo
de células T (BRUSIC; FLOWER, 2004; RUDOLPH; STANFIELD; WILSON, 2006).

Os peptideos séo produtos do processamento que ocorre nas células APCs,
as quais sdo responsaveis pela protedlise das proteinas e possuem dois principais
sistemas de processamento. O primeiro é dependente do proteosoma e do
imunoproteosoma, estruturas responsaveis pela quebra das proteinas alvos e
formacdo dos peptideos que serdo capazes de se ligar ao MHC-I. O segundo é
realizado pelo lisossoma, ou seja, proteinas exégenas sao internalizadas pela célula

e degradadas por protedlise lisossomal; esse mecanismo pode ser iniciado por
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endocitose, quando a proteina € endocitada, formando uma vesicula que sofre um
processo de amadurecimento (“early endosomes e late endossomes”) até ocorrer a
fusdo com o lisossoma (endolisossoma) ou pela fagocitose, onde particulas inteiras
sao fagocitadas, formando o fagossoma que se funde ao lisossoma (fagolisossoma),
e ocorre a acao de proteases (catepsinas), degradando a particula em peptideos
curtos utilizados para sintese de novas proteinas da célula ou ocorre uma acgéo
proteolitica menor gerando peptideos que se ligardo ao MHC-II e serdo
apresentados pelas células APCs (BLUM; WEARSCH; CRESSWELL, 2013;
HUOTARI; HELENIUS, 2011; MAUPIN-FURLOW, 2012).

Na apresentacdo de fragmentos de peptideos estdo envolvidas
principalmente duas classes de moléculas de MHC, que sédo as de classe 1 (MHC-I)
e de classe 2 (MHC-II). Estruturalmente as duas classes sdo heterodimeros e
possuem arquitetura e topografia similares, sendo formadas por um superdominio a-
helix/B-sheet (a ), local onde o peptideo se liga, e dois dominios “Ig-like”, entretanto
o local de ligacdo de peptideo de cada classe é diferente, no MHC-I a regido
(dominio a; ay) é formada por uma cadeia pesada e uma subunidade de cadeia leve
(B2-microglobulina); no MHC-II a regido de ligacdo de peptideo é constituida por
duas cadeias pesadas (dominio a; Bi) (LIAO; ARTHUR, 2011; RUDOLPH,;
STANFIELD; WILSON, 2006). Apesar da diferenca nas subunidades que constituem
as classes, a fenda de ligacao de peptideo, em ambas é composta por duas a-
hélices antiparalelas que comprimem e formam o local que o peptideo pode se ligar,
e sete [-hélices anti-paralelas localizadas na base da fenda, propiciando a
especificidade de ligagcdo dos “peptides binding pockets” (HOLLAND; COLE;
GODKIN, 2013; RUDOLPH; STANFIELD; WILSON, 2006). Outra caracteristica do
local de ligacdo de peptideo no MHC-I é a forma da fenda de encaixe, a qual é
quase fechada permitindo a ligagdo de peptideos menores (aproximadamente 8 a 11
residuos), enquanto no MHC-II € mais aberta 0 que permite o acoplamento de
peptideos maiores (aproximadamente 12 a 25 residuos), esse maior espacgo
aumenta a complexidade da interacdo peptideo-MHC (figura 6) (LIAO; ARTHUR,
2011).
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Figura 6 - Esquema de ligagao de peptideo aos “pockets” da fenda da molécula de MHC.
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O esquema demonstra peptideos e seus aminoacidos (P1 a P9) ligando-se aos “pockets” da molécula
de MHC. (A) MHC de classe | com fenda estreita e ligacdo da estrutura inteira do peptideo a sua
fenda; (B) MHC de classe Il com fenda aberta permitindo a ligagao do “core” (9 peptideos) a sua
fenda e da formagado de ligacbes adjacentes dos residuos fora do “core” com o MHC-II (peptide
flanking regions). (adaptado de: Zhang et al., 2011).

A ligacao de peptideos a fenda do MHC-I (peptideos de apresentacédo restrita
a essa classe) ocorre pela ligacdo das porcdes nitrogénio (-N) e carbono (-C)
terminal a pockets especificos, localizados na fenda de ligacdo de peptideo e
através de diversas pontes de hidrogénio que liga a parte central do peptideo (regiao
com sequéncia de aminoacidos conservados) a fenda. Peptideos ancorados ao
MHC-1 sdo comprimidos e residuos da parte central sdo expostos, se estendendo
para fora do sulco, assumindo uma forma abaulada, e expondo as cadeias laterais
para a interacao direta com o TCR (BATALIA; COLLINS, 1997; HOLLAND; COLE;
GODKIN, 2013).

O MHC-II possui em sua fenda de ligacdo de peptideos, regides especificas
chamadas de pockets, as quais sé@o alelo especifico e estédo revestidos com residuos
polimorficos responsaveis pelas caracteristicas quimicas e tamanho de cada pocket,
0s principais sdo o P1, P4, P6 e P9. Os peptideos (peptideos de apresentacao
restrita a essa classe) possuem uma regido central composta por nove aminoacidos
(core) que por interacdes de pontes de hidrogénio se ligam a fenda de ligacdo de
peptideo do MHC-II; os aminoacidos que néo fazem parte do “core” também vao
interagir com a fenda de ligacéao pelo —N e —C terminais, a fenda no MHC-II € mais
aberta, desta maneira, esse peptideos vao se estendendo por ela formando o

“peptide flanking regions” (PFRs) e sdo apesentados de forma plana ao TCR (figura
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7) (BATALIA; COLLINS, 1997; BROWN et al., 1993; HOLLAND; COLE; GODKIN,
2013).

Figura 7 - Esquema da estrutura do HLA-DR1 (MHC-II), seu “pockets” de ligagédo e a interagédo entre
um peptideo e a molécula de HLA-DRL1.

A estrutura tridimensional representa uma molécula de HLA-DR1 (MHC-II), seus “pockets” (1, 3, 4, 6,
7 e9) (A). Interacdo peptideos e molécula HLA-DR1. (adaptado de: Batalia et al., 1997)

1.9 Bioinformética e predicdo de epitopos

Bioinformética € o campo da ciéncia que engloba diferentes disciplinas como
computacdo, tecnologia da informacdo e os campos da biologia (genética,
biotecnologia, bioquimica, microbiologia) e visa organizar a grande quantidade de
dados gerados pelos avancos biologia molecular, genética e biotecnologia,
disponibilizando esses dados e possibilitando o facil acesso (internet) a essa
informacdes geradas por grupos de pesquisa, além de possuir um importante papel
na geracdo de ferramentas que auxiliam no estudo e desenvolvimento de
tratamentos contra doencas, incluindo o desenvolvimento de vacinas (BRUSIC;
FLOWER, 2004; SORIA-GUERRA et al., 2015).

Nos dultimos anos a bioinformatica possibilitou o desenvolvimento de
ferramentas computacionais para mapeamento de epitopos de células T, as quais
tem o objetivo de acelerar a descoberta de sequéncias de peptideos com
capacidade de estimular resposta de células T contra patdégenos especificos,
permitindo a identificacdo de epitopos e o delineamento de vacinas (DE GROOT,;

MOISE, 2007). Essas ferramentas sdo baseadas em algoritmos desenvolvidos a
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partir de conhecimentos da forma e caracteristicas de ligacdo dos peptideos a fenda
do MHC e a estudos que propuseram as bases quimico-fisicas e bioldgicas
necessarias para ativacao de células T através de antigenos (DELISI; BERZOFSKY,
1985; ROTZSCHKE et al., 1991; SORIA-GUERRA et al., 2015).

O “Immune Epitope Database and Analysis Resourse” (IEDB) é uma fonte de
dados disponibilizada de forma gratuita que oferece uma grande colecdo de
sequéncias de epitopos experimentalmente testados e ferramentas para analise e
predicdo de epitopos; sua base de dados inclui epitopos de células T para doencas
infecciosas, doencas autoimunes, alérgenos e transplante para estudos em
humanos, camundongos e outras espécies de animais. O IEDB disponibiliza
ferramentas que permitem realizar predicdo de ligacdo de peptideos ao MHC-I e
MHC-II, analisar processamento e imunogenicidade de antigeno restrito a
apresentacao pelo MHC-I e predicdo de epitopos de células B (FLERI et al., 2017).
A analise de dados e calculos para predicdo, nas ferramentas computacionais do
IEDB, é realizada utilizando diversos algoritmos como: Scoring Matrix Method (SMM-
align) (NIELSEN; LUNDEGAARD; LUND, 2007), Artificial Neural Network (NN-align)
(NIELSEN; LUND, 2009), Consensus (WANG et al., 2008), Combinatory Library
(SIDNEY et al.,, 2008), Sturniolo (STURNIOLO et al., 1999), NetMHCllpan
(ANDREATTA et al., 2015). Apds a analise da sequéncia da proteina proposta ao
IEDB (predicao de ligacdo ao MHC-II), os dados sdo gerados apresentando uma
classificacdo (rank) dos peptideos e os com percentual abaixo de 10% ou com
valores de IC-50 menor que 1000 nM podem ser considerados ‘ligantes” (FLERI et
al., 2017).

1.10 Imunoprotedmica

Diversos estudos de prote6mica tém auxiliado na deteccéo e identificacéo de
proteinas e peptideos podem ser reconhecidos e ativar o sistema imune. A
identificacdo dessas proteinas e peptideos € de grande importancia, visto que o
sistema imune e constantemente desafiado por micro-organismos (virus, bactérias e
fungos), os quais, apods serem processados, sdo apresentados atraves de peptideos
pelas células (FULTON; TWINE, 2013).

Metodologias de protedmica tém sido utilizadas para identificar peptideos

associados ao MHC-I e MHC-II, provenientes do processamento de micro-
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organismos apresentados naturalmente por células apresentadoras de antigenos
(APCs). Uma das metodologias que se destaca e é utilizada por diversos grupos de
pesquisa € a cromatografia de imunoafinidade que aumenta a especificidade da
identificacdo dos peptideos acoplados ao MHC, permitindo o isolamento do
complexo peptideo-MHC através de anticorpos monoclonais especificos para o MHC
escolhido, seguida da eluicdo dos complexos e analise da amostra por
espectrometria de massa (figura 8) (FULTON; TWINE, 2013).

Figura 8 - Esquema demonstrando os passos para identificar peptideos apresentados naturalmente
por moléculas de MHC-II de APCs.

1. Fagocitose do micro-organismo de interesse,
apresentacao de peptideos por APCs e lise das
células

U

2. Isolamento dos complexos peptideo-MHC-II por
imunopreciptacao

U

3. Identificagdo dos peptideos por LC-MS/MS e
analise computacionaldos dados gerados

Esquema geral dos passos necessérios para identificacdo dos peptideos apresentados por células
APCs utilizando técnicas de imunoproteémica.
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2 JUSTIFICATIVA

A histoplasmose tem importancia clinica devido ao aumento de individuos
portadores de doencas imunossupressoras e de pacientes que utilizam
medicamentos imunossupressores. Apesar da disponibilidade de agentes
antifingicos de amplo espectro, pacientes com moderada ou severa
imunossupressao nao respondem adequadamente ao tratamento e tém grande
possibilidade de desenvolver a forma disseminada da doenca que € grave e pode
ser fatal, além do alto custo dos antifingicos e sua elevada toxicidade,
principalmente da anfotericina B. Outro dado importante séo os relatos da doenga
em todas as regides do pais, principalmente na regido sudeste, tanto em areas
urbanas como em areas rurais e pontos turisticos (cavernas e grutas), expondo
turistas e profissionais que trabalham nesses locais.

Levando em consideracdo o0 impacto da doenca em pacientes
imunocomprometidos e a presenca do fungo, tanto em areas urbanas quanto rurais,
expondo a populacdo ao contato direto com sua forma infectante, € de grande
importancia o desenvolvimento de novos tratamentos terapéuticos e profilaticos,
como as vacinas e desta maneira o estudo de moléculas, como ao antigeno M, o
qual esté presente na parede do fungo e é um antigeno detectado em todas as fases
da doenca e pode apresentar sequéncias peptidicas especificas que geram resposta

protetora contra a doenca.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a capacidade vacinal de peptideos gerados a partir da sequéncia do
antigeno M de H. capsulatum através de predicdo in silico em programa
computacional que identifica possiveis ligantes (peptideos) a moléculas de MHC de
classe 1l de camundongos C57BL/6 e identificar peptideos naturalmente
processados e apresentados por macrofagos diferenciados de células progenitoras
extraidas de medula 6ssea, ap6s fagocitarem leveduras inativadas por calor,

utilizando métodos de cromatografia de afinidade e imunoprotedmica.

3.2 Objetivos especificos

o Expressar o antigeno M recombinante.
. Purificar o antigeno M recombinante.
o Avaliar por citometria de fluxo, sequéncia de peptideos do antigeno M

gerado por métodos computacionais (in silico), quanto a capacidade de
estimular a proliferacéo de diferentes popula¢des linfocitarias.

o Avaliar a imunizacdo profilatica de camundongos C57BL/6 com
peptideos gerados a partir da sequéncia do antigeno M por predicao in
silico, posteriormente infectados com dose subletal de leveduras de H.
capsulatum (cepa G271B).

. Determinar a carga fungica em diferentes sitios anatdbmicos de
camundongos infectados e submetidos a imunizacéo profilatica.

. Quantificar a producdo de citocinas nos pulmdes dos animais

infectados e submetidos aos protocolos de imunizagéao.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Comité de ética

Este projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo com o
protocolo n° 63/2014-E.

4.2 Micro-organismo e condigdes de cultivo

O micro-organismo utilizado nos experimentos in vitro e in vivo foi o
Histoplasma capsulatum, cepa G-217B (ATCC 26032) (fase leveduriforme). As
leveduras foram cultivadas em meio BHI liquido (Brain Heart Infusion) (Becton
Dickinson) suplementado com solucao de cisteina 1 % (Sigma) em agitacdo de 150
RPM a 37 °C. Apds crescimento em sete dias, foi realizado o repique e apés 72
horas (fase log) as leveduras foram estocadas a -80 °C (BHI liquido com 30% de
glicerol estéril) ou preparadas para experimento (DEEPE; GIBBONS, 2001; GOMEZ;
ALLENDOERFER; DEEPE, 1995b).

4.3 Expressao do antigeno M recombinante

4.3.1 Expresséo do antigeno M recombinante a 37 °C

A cepa de E. coli M15, ja transformada com o plasmideo [pQE40 (Qiagen)]
contendo a sequéncia codificante do antigeno M recombinante de H. capsulatum
que foi cedida pelo Professor Dr. Allan Guimardes (Universidade Federal
Fluminense). Apos ser descongelada, foi realizado o repique em meio Luria Bertani
(LB) &gar acrescido de antibioticos (ampicilina 100 ug/ml e kanamicina 25 ug/ml) e
incubado por 24 horas a 37 °C. ApOs a incubacdo, uma colbnia isolada foi
selecionada e semeada em 25 ml de meio LB liquido contendo os antibidticos acima
descritos, incubado em agitacdo de 150 rpm por 12 horas a 37 °C. O volume
completo (25 ml) foi adicionado a 1 L do meio LB com antibiéticos e incubado a 37
°C em agitacdo de 200 rpm até atingir a absorbancia entre 0,4 a 0,6 a 600 nm

(aproximadamente 4 horas). Ao atingir a absorbancia necesséaria adicionou-se
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isopropil-B-D-1-tiogalactoparanosido (IPTG) (Sigma), na concentracao de 1 mM/ml,
para a inducdo da expressdo da proteina recombinante e incubou-se em agitacao de
200 rpm a 37 °C por 4 horas (figura 9). Apds a incubacdo, o meio LB foi
centrifugado em tubos cénicos tipo falcon de 50 ml (20 tubos) a 1100 g por 18 °C por
20 minutos, o sobrenadante foi descartado e o pellet congelado a — 20 °C overnight.
Apés descongelar as amostras, foi adicionado 1 ml de tampéo de lise (Imidazol 5
mM, Tris 20 mM, NaCl 500 mM; pH 7,9), agitados e o conteudo dos tubos
transferidos para apenas um tubo (volume aproximado de 20 ml) e adicionou-se 500
Ml de coquetel inibidor de proteases (SIGMAFAST Protease Inhibitor Tablets)
(Sigma) (diluicao final 1:40) (GUIMARAES et al., 2008).

AplOs o0 processo de expressdo as bactérias foram lisadas para liberar a
proteina recombinante (contida em corplsculos de inclusdo) pelo método de
sonicacdo, com 10 ciclos de 59 segundos com intervalo de 59 segundos entre os
ciclos a 35% de amplitude (sonicador SonicsVibracell) com a amostra em gelo. O
lisado foi distribuido em tubos de 1,5 ml e centrifugado a 11300 g por 10 minutos a
18 °C, o sobrenadante foi descartado e ao pellet foi adicionado 1 ml de tampéao
contendo ureia (ureia 6 M, Imidazol 5 mM, Tris 20 mM, NaCl 500 mM; pH 7,9) em
cada tubo e o volume total foi transferido para um tubo de 50 ml e agitado por 1 hora
a temperatura ambiente. O conteudo foi distribuido novamente em tubos de 1,5 ml e
centrifugado a 11300 g por 10 minutos a 18 °C e o sobrenadante contendo a
proteina recombinante coletado e filtrado em membrana de 0,45 uM e 0,22 uM
(GUIMARAES et al., 2008).

4.3.2 Expressao do antigeno M recombinante a 18 °C overnight

Na tentativa de expressar a proteina na sua forma sollvel, sem necessidade
de eluicdo em tamp&o contendo ureia, foi realizada expressao a 18 °C overnight (18
horas) apés adicionar o IPTG (figura 9), os procedimentos anteriores foram o0s
mesmos descritos no item 4.3.1. Apds a expressao a amostra foi distribuida em
tubos de 50 ml e centrifugada a 1100 g por 18 °C por 20 minutos, o sobrenadante foi
descartado e o pellet congelado a -20 °C overnight. Ap6s descongelar as amostras,
foi adicionado 1 ml de tampao de lise (imidazol 5 mM, Tris 20 mM, NaCl 500 mM; pH
7,9), agitados e o conteudo dos tubos transferidos para apenas um tubo e adicionou-
se coquetel inibidor de proteases (SIGMAFAST Protease Inhibitor Tablets) (SIGMA
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S8820) (diluicdo 1:40). A suspenséo foi lisada, conforme item 4.3.1, distribuidas em
tubos de 1,5 ml e centrifugadas a 11300 g por 10 minutos a 18 °C, o sobrenadante
foi recolhido, filtrado em filtro 0,45 uM e 0,22 uM e submetido a eletroforese em gel

de SDS-PAGE 12% para verificar a expressao da proteina.

Figura 9 — Esquema de expressao da proteina recombinante.

Uma colénia é 25ml
transferi para 25 transferidos Adicionado
8 % ml de meio LB para 1L delLB IPTG

E. coliM15 Incubagéo 24 Incubagéo a 37 °C, Incubacio 4 hs a
repicada, hs a 37 °C, 150 200 RPM ate atingir 37°C %00 RPM
incubada 24 hs RPM DO 0,4-0,6 ’
25ml

transferido para
1L e adicionado

IPTG Incubagédo a 18 °C,
200 RPM overnight

Ap6s ser descongelada, a E. coli M15 foi repicada em LB sdélido incubada por 24 hs (37 °C); uma
coldnia isolada foi transferida para 25 ml de LB liquido e incubado 24 hs (37 °C, 150 RPM). Apés o
periodo o volume foi transferido para 1 L de LB liquido e incubado (37 °C, 200) RPM até a suspensao
atingir DO de 0,4 a 0,6, adicionado IPTG e incubado mais 4 horas (37 °C, 200 RPM) ou apés a
transferéncia dos 25 ml para 1 L de LB foi adicionado IPTG incubado a 18 °C overnight.

4.4 Purificagdo do antigeno M recombinante por cromatografia de afinidade

4.4.1 Purificacdo do antigeno M recombinante por cromatografia de afinidade em

coluna acoplada a bomba peristéltica em tampéo com ureia

Cinco mililitros da resina (Ni-NTA, Qiagen) com afinidade por proteinas com
calda de histidina, foram misturadas em 10 ml de agua milliQ, agitada por 5 minutos
(temperatura ambiente) e transferidas para uma coluna cromatografica de vidro de
15 ml, a qual ficou em repouso por 2 horas até o empacotamento total da resina.
ApoOs 0 empacotamento, a coluna foi acoplada a uma bomba peristaltica, a coluna foi
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lavada cinco vezes (5 volumes de coluna) com agua milliQ e posteriormente com 5
volumes de tampdao de lavagem (ureia 6 M, Tris 20 mM, 10 mM de imidazol, NacCl
500 mM; pH 7,9). O imidazol € responsavel por competir com as ligacbes das
proteinas com a coluna, desta maneira, sua funcéo é eluir a amostra. O imidazol 10
mM foi adicionado ao tampéao para retida de contaminantes com baixa afinidade pela
coluna (GUIMARAES et al., 2008).

A amostra foi passada pela coluna acoplada a bomba peristaltica (fluxo 1
ml/minuto) seguida de lavagem com 5 volumes do tampéo de lavagem e de elui¢éo
com 2 volumes de tampéo de eluicdo (ureia 6 M, Imidazol 500 mM, Tris 20 mM,
NaCl 500 mM; pH 7,9) e foram coletadas 35 fragdes de 1 ml em tubos de 1,5 ml. O
descarte das lavagens foi reservado até a eletroforese em gel (SDS-PAGE)
(GUIMARAES et al., 2008).

Para aperfeicoar a purificagdo da proteina recombinante também foi realizado
um protocolo com modificacdo no passo de eluicdo da amostra, que consistiu na
utilizacdo de concentracdes crescentes de imidazol no tampao de eluicdo (100 mM,
200 mM, 300 mM, 400 mM e 500 mM) (aplicado 1 volume de coluna para cada
concentracdo) visando diminuir a ligacdo de proteinas contaminantes a resina da
coluna. Outra método utilizado para melhora da purificacéo foi a lavagem da coluna
com tampéo de lavagem (10 volumes de coluna) (ureia 6 M, Tris 20 mM, 10 mM de
imidazol, NaCl 500 mM; pH 7,9) contendo concentracdo aumentada de imidazol (50
mM) para diminuir a ligacdo de proteina contaminantes, seguido de eluicdo com

tampéo contendo 500 mM de imidazol (figura 10).

4.4.2 Purificacdo do antigeno M recombinante em coluna HisTrap (GE) acoplada a

sistema de cromatografia AKTA com troca de tampdo por diluicdo

Apols a expressao da proteina, foi realizado diluicdo de 6 ml da amostra, por
gotejamento em fluxo de 1 ml/minuto, em 2 litros de tampé&o (Tris 50 mM, NaCl 200
mM, 20% de glicerol; pH 7,9). Em seguida a amostra foi aplicada a uma coluna
HisTrap HP de 5 ml (GE Healthcare) acoplada ao sistema de cromatografia AKTA
(GE Healthcare) em fluxo de 1 ml/minuto; apos esse processo a coluna foi lavada
com 5 volumes de tampdo A sem imidazol (Tris 50 mM, 200 mM NaCl, 20 %

glicerol; pH 7,9) e a amostra foi eluida de forma linear com o aumento da
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porcentagem de tampéo B (Tris 50 mM, 1 M imidazol, 200 mM NacCl, 20 % glicerol,
pH 7,9) e foram coletadas 40 fragdes.

Figura 10 — Esquema das varia¢des na purificagdo do antigeno M recombinante.

Coluna empacotada Sequéncia de Aplicagdao da amostra
comresina acopladaa (-3 | lavagenscomH,0e |—> em fluxo de 1
bomba peristaltica tampao de lavagem ml/minuto
Eluigdo com tampao - Coleta de fracdes
500 mM de imidazol —_—> de 1 ml

Lavagem com 5 volumes
de tampao (imidazol 10

/N

mM) Eluicdo com tampéo —
concentragao —_ Coleta de fragoes
crescente de imidazol de 1 ml
ou 100 mM a 500 mM

Lavagem com 10 Colota do fracs
volumes de tampao > ole 3 113 raligoes
(imidazol 50 mM) elm

Variagcdes da técnica de purificagdo do antigeno M recombinante em coluna com resina com
afinidade para proteina His-tagged.

4.5 Troca de tampdao da proteina recombinante
4.5.1 Dialise simples

A didlise simples da amostra foi realizada adicionando 2 ml da proteina
purificada em tampao contendo 6 M de ureia a uma membrana de nitrocelulose (cut-
off de 14 kDa) (Sigma) em 200 ml de tampao sem ureia (Tris 20 mM, NaCl 150 mM,
pH 7,9) (4 °C). Foram realizadas duas trocas de tampéo, a cada 2 horas, e apés a

tltima, a amostra foi dialisada overnight a 4 °C.

4.5.2 Dialise com diminuicao gradual de concentracao
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Método realizado com concentracfes decrescentes de ureia no tampéo (3,0
M; 1,5 M; 0,75 M; 0,5 M) até retirada total da ureia. A amostra ficou em dialise dentro
de membrana de nitrocelulose (cut-off 14 kDa) por 8 horas em cada concentracdo de
ureia (3,0 M a 0,5 M) e overnight no tamp&o sem ureia (Tris 20 mM, NaCl 150 mM,
pH7,9) a4 °C.

4.5.3 Troca de tampao por diluicdo (1:10) seguida por purificacdo em coluna

acoplada a bomba peristaltica

Quatro mililitros da amostra foram diluidos em 40 ml de tampéao (Tris 20 mM,
NaCl 150 mM, pH 7,9), diluicdo 1:10, por gotejamento em velocidade minima da
bomba peristaltica e com agitacdo magnética da amostra. Apés a diluicdo, a amostra
foi purificada, como descrito no item 4.4.1, e foi eluida utilizando concentragdes
crescentes de imidazol no tampéao de eluicdo (100 mM, 200 mM, 300 mM, 400 mM e

500 mM). Foram coletadas frac6es de 1 ml.

4.6 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Para observar o perfil eletroforético de proteina, foi utilizado o gel de
poliacrilamida [Dodecil Sulfato de Sdédio (SDS-PAGE)]. O gel de separacao foi
utilizado na concentracdo de 12 % de acrilamida e bis-acrilamida e o gel de
empilhamento a 3% de acrilamida. As amostras foram diluidas em tampéo de
amostra sem agentes redutores, na propor¢cao de 1:5 e em seguida submetidas a
fervura a 100 °C por cinco minutos. Apos o término 20 ul da mistura foi aplicada em
cada um dos pocos do gel.

Para a migracdo eletroforética utilizou-se aparelho Mini-V 8.10® (Life
Technologies) ajustado com voltagem inicial de 80 V, durante 30 minutos e apoés a
penetracdo no gel de corrida, a voltagem foi mantida a 90 V até que o corante
indicador atingisse o final do gel de separagdo. O padrdo de massa molecular
utilizado como curva de referéncia foi o SDS-Page Molecular Weight Standard Low
Range (Bio-Rad) que compreende proteinas entre 97,4 a 14,4 kDa. ApdOs o término
da corrida, os géis foram corados pelo método de coloragcdo de Prata ou pela

coloracdo de Coomassie Brilliant Blue (CBB).
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4.7 Western Blotting

Apb6s o final da corrida eletroforética, o gel foi imerso em tampédo de
transferéncia de Western blot (Tris 25 mM, glicina 192 mM, e metanol a 20%)
durante 15 minutos e em seguida, foi realizada a transferéncia das proteinas do gel
para membrana de nitrocelulose [polyvinylidenedifluoride (PVDF)] de 0,45 pm
(Immobilon-P Membrane) em cuba Mini Protean (Bio-Rad). O processo de
transferéncia durou aproximadamente 1 hora (90 V) e o padrdo de massa molecular
pré corado (Pre-stained Protein Standard - Novex) foi utilizado como controle.

Ap6s a transferéncia, a membrana foi cortada em tiras verticais de
aproximadamente 4 mm e estas foram imersas em solucédo bloqueadora de PBS-T
(0,05% de Tween-20) com 5% de leite em po desnatado (Molico) e ficaram em
agitacdo constante, a temperatura ambiente, por uma hora. Apés o bloqueio dos
sitios de ligagao inespecificos, as membranas foram lavadas quatro vezes durante 5
minutos com PBS-T e incubadas overnight (4 °C) com anticorpos primarios (soro de
animais infectados com H. capsulatum) diluidos 1:50 em PBS-T com 1,5% de leite
em po6 desnatado.

Apbs a incubagdo com o soro dos animais (anticorpo primario), as tiras foram
lavadas com PBS-T seis vezes por cinco minutos em cada lavagem. Para a
deteccdo dos anticorpos, foi utilizado o conjugado enzimatico anti-mouse IgG
peroxidase-linked species-specific whole antibody (GE Healthcare), diluido 1:2500
no mesmo diluente do soro e incubado a temperatura ambiente por uma hora.
Realizou-se lavagem com PBS-T e a reacao foi revelada com o Amersham ECL
Western Blotting Analysis System (GE Healthcare) adicionando-se as solucdes as
tiras e cobrindo-as com filme Amersham Hyperfim ECL (GE Healthcare), para
deteccdo da reacdo. Apos a exposicao ao filme, este foi colocado no revelador até o
aparecimento da banda, lavado em recipiente com agua, deixado no fixador por 2

minutos, lavado novamente por 5 minutos em agua corrente e pendurado até secar.
4.8 Predicao in silico de peptideos a partir da sequéncia do antigeno M
A predicao in silico foi realizada online utilizando o MHC-II Binding Predictions

(http://tools.iedb.org/mhcii/) disponibilizado pelo Immune Epitope Database and

Analysis Resource (IEDB) (http://www.iedb.org/), o qual utiliza diferentes algoritmos
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de predicdo para analisar peptideos gerados a partir de sequéncias de proteinas em
relacdo a capacidade de ligacdo ao MHC de classe 1l alelo especifico. A predicao foi
realizada com a andlise da sequéncia do antigeno M [formato FASTA (GenBank:
AAB84182.2)], pelo método Consenso (WANG et al., 2008), o qual calcula a média
dos métodos de predicdo disponiveis no banco de dados gerando um rank em
porcentagem Uunico, quanto a geracdo de peptideos ligantes a MHC-Il de
camundongos da linhagem C57BL/6 [(H-2-1), H-2-1Ab]. Apds a analise da sequéncia
da proteina pelo IEDB (predicdo de ligacdo ao MHC-II), foi gerado uma tabela de
classificacdo (rank) dos peptideos e os com percentual abaixo de 10% ou com
valores de IC-50 menor que 1000 nM foram considerados possiveis ‘ligantes” ao
MHC-II (figura 11) (WANG et al., 2008).

Figura 11 - Predicé@o de peptideos com ferramentas de andlise disponibilizadas pelo IEDB.

Sequéncia Sequéncia
Proteina —> Analisada IEDB —> Rank <10
L . . Bom ligante
705 aminoacidos (http://www.iedb.org/)
M antigen [Histoplasma capsulatum] IEDB Ana[y3|5 Resource
GenBank: AAB84182.2
GenPept |dentical Proteins  Graphics

Home | [ Help | | Example || Reference | | Download || contact
>AAB84182.2 M antigen [Histoplasma capsulatum]

MPSGQKGPLDRRHDTLSDPTDQFLSKFYIDDEQSVLTTOVGGPIEDQHSLKAGNRGPTLLEDFIFRQKIQ
HFDHE RVPERAVHARGAGAHGVF TSYNNWSNITAASFLNAAGKQTPYFVRFSTVAGSRGSVDSARDIHGF MHG'" Bil“ldlng PrediClIOI"IS

ATRLYTDEGNFDIVGNNVPVFFIQDAIQFPDLIHAVKPQPDSEIPQAATAHDTAWDFLSQQPSSLHALFW

AMSGHGIPRSMRHVDGWGVHTFRLVTDEGNST LVKFRWKT LQGRAGLVWE EAQALGGKNPDFHRQDLWDA ::> Specify Sequence(s)
IESGRYPEWELGFQLVNEADQSKFDFDLLDPTKIIPEELVPFTPIGKMVLNRNPKSYFAETEQIMFQPGH

VVRGIDFTDDPLLQGRLYSYLDTQLNRHGGPNFEQLPINRPRIPFHNNNRDGAGQMF IPLNTAAYTPNSH MPSGOKGPLDRRHDTLSDPTDOFL
SNGFPQQANRTHNRGF F TAPGRMVNGPLVRELSPSFHDVIWSQPRLFYNSLTVFEKQF LVNAMRF ENSHVR TQHFDHERVPERAVHARGAGAHGY
SETVRKNVIIQLNRVDNDLARRVALAIGVEPPSPDPTFYHNKATVPIGTFGTNLLRLOGLKIALLTRDDG THGFATRLYTDEGNFDIVGNNVPY
SETIAEQLRAAFNSANNKVDIVLVGSSLDPQRGVNMTYSGADGS IFDAVIVVGGLLTSASTQYPRGRPLR LHAL FWAMSGHGIPRSMRHVDGWG'
IITDAYAYGKPVGAVGDGSNEALRDVLMAAGGDASHGLOQPGYYISNDVSEAYVRSVLOGL TAYRF LNRF HRQDLWDATESGRYPEWELGFQLVI

PLDRS TEQIMFQPGHVVRGIDFTDDPLLQ

PI KT AAVTRMCMEKIZEDANARDTLI

Enter protein sequence(s) in FA)STA format
(Browse for sequences in NCBI]
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Allele # Start End  Peptide _SMMaIign core

H2-1Ab 1 632 646 | ITDAYAYGKPVGAVG 1.97 YAYGKPVGA
H2-1Ab 1 631 645 | TITDAYAYGKPVGAV 2.00 YAYGKPVGA
H2-1Ab 1 630 644 | RIITDAYAYGKPVGA 228 DAYAYGKPV
H2-1Ab 1 633 647 | TDAYAYGKPVGAVGD 251 YAYGKPVGA
H2-1Ab 1 634 648 | DAYAYGKPVGAVGDG 266 YAYGKPVGA
H2-1Ab 1 94 108 | TSYNNWSNITAASFL am NNWSNITAA
H2-1Ab 1 93 107 | FTSYNNWSNITAASF 483 NNWSNITAA
H2-1Ab 1 97 111 | NNWSNITAASFLNAA 489 NNWSNITAA
H2-1Ab 1 92 106 | VFTSYNNWSNITAAS 4.99 NNWSNITAA
H2-1Ab 1 409 423 | PLNTAAYTPNSMSNG 5.03 TAAYTPNSM

Predicdo de peptideos com capacidade de acoplamento ao MHC de classe Il de camundongos
C57/BL6 (H2-1AD).
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4.9 Método de ensaio de linfoproliferacéo

4.9.1 Obtencéao das células dos linfonodos

Apés a coleta dos linfonodos, estes foram macerados em meio simples (RPMI
1640, 25 mM de HEPES, 2 g/L de bicarbonato de sodio, 2 g/L de Glicose, 25 pug/L
de gentamicina) e o liquido foi filtrado em cell strainer e armazenado em tubo cénico,
os quais foram centrifugados a 300 g por 10 minutos a 4°C, o sobrenadante foi
descartado e o pellet foi suspenso em 6 ml de NaCl 0,2% (gelado) por 15 segundos
(lise das hemécias) e em seguida foi adicionado 6 mL da solugdo de NaCl 1,6%
(gelado) para interromper o processo. As amostras foram centrifugadas novamente
e suspensas em meio simples (5 ml) (lavagem), centrifugadas e ressuspendidas em
1 ml de meio simples e contadas em camara de Neubauer (antes diluir 1/100)
coradas por Azul de Trypan (Sigma) para determinar viabilidade (QUAH; PARISH,
2010).

Apos a contagem das células e verificacdo da viabilidade, foram separadas
células para o controle negativo de fluorescéncia, o qual foi cultivado em placa de 96
poOcos juntamente com as amostras marcadas, e outra aliquota para marcacdo com

CFSE (Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester) (Thermo Fisher Scientific).

4.9.2 Marcacado com CFSE

Foi separada a aliquota de células para a marcacdo com CFSE e preparada
uma suspensdo contendo 107 células viaveis/ml em meio simples (RPMI 1640, 1%
de aminoéacidos ndo essenciais, 1% piruvato de sodio, 2 mM de L-glutamina, 50uM
de 2p-mercaptoetanol) a temperatura ambiente em tubo cénico.

Apos o preparo do estoque de CFSE a 5 mM, 1 ul de CFSE (solucéo estoque)
foi adicionado a 1 ml de PBS estéril (PBS+CFSE-5uM). O tubo cbnico contendo as
células (10" células em 1 ml de meio simples) foi protegido da luz, com papel
aluminio, e adicionou-se o0 1 ml de PBS (CFSE 5 uM em PBS 1X), diluindo o CFSE
(1:2) (concentracgéo final 2,5 uM), agitando-se periodicamente no por 10 minutos a
temperatura ambiente. Para interromper a marcacgéao foi adicionado igual volume de
soro fetal bovino (SFB) inativado gelado. Em seguida, o volume do tubo falcon foi

completado com meio suplementado (RPMI, 1% de aminoacidos ndo essenciais, 1%
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piruvato de sédio, 2 mM de L-glutamina, 50 uM de 2B-mercaptoetanol, 10% de SFB
inativado) e incubado por 5 minutos no gelo, centrifugado e descartado o
sobrenadante, foi adicionado ao pellet 10 ml de meio suplementado, foram
realizadas duas lavagem e o pellet suspenso em 2 ml de meio suplementado e as
células foram contadas em camara de Neubauer com Azul de Trypan (Sigma).
Realizada a contagem, foi preparada uma suspensdo de 3x10° células/ml e
plaqueada 100 pl/poco (3x10° células) e adicionado 100 pl dos estimulos. As placas
foram protegidas da luz e incubadas a 37 °C e 5% de CO; por 5 dias no escuro (120
horas) (QUAH; PARISH, 2010).

O estimulo foi preparado com o dobro da concentracdo, para que a
concentracdo final fosse 1x ap6s a adicdo das células. Para estimulo com
Concanavalina A, a concentragéo final no pogo foi de 4 pg/ml.

4.9.3 Preparo para leitura no citbmetro de fluxo

Terminado o periodo de incubacgdo, as células foram visualizadas no
microscopio, centrifugadas (300 g por 10 minutos a 4°C) na prépria placa, foi
descartado o sobrenadante e o pellet suspenso em 200 pl de tampao FACS e o
processo foi repetido. Apés a lavagem das células foi adicionado 200 pl de
paraformaldeido 0,4% para fixar as células e estas foram transferidas para tubos de

citometria devidamente identificados.

4.9.4 Ensaio de linfoproliferacdo com estimulos especificos

O ensaio de linfoproliferacao foi realizado com linfonodos inguinais e popliteos
de camundongos C57BL/6 machos com 6 a 8 semanas de vida. Trés animais foram
imunizados com o 20 pg/ml de uma mistura de 3 peptideos (mix), resultando em 4
grupos de peptideos (mix1 — peptideos 1,2,3; mix 2 — peptideos 4,5,7; mix 3 —
peptideos 10,11,12 e mix 4 — peptideos 6,8,9) com adjuvante completo de Freund
(CFA) no coxim plantar (figura 12). Apos sete dias da imunizagdo os animais foram
sacrificados e os linfonodos inguinais e popliteos foram retirados e processados para
realizagdo do ensaio in vitro. O estimulo na placa foi realizado com cada peptideo
separado nas concentracdes finais de 5 pg/ml, 10 pg/ml e 20 pg/ml em placa de 96

pocos em triplicada para cada concentracdo diferente por 120 horas. Também foram
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preparados pog¢os para células sem estimulo e para controle positivo de proliferagéo

(Concanavalina A na concentracéo final de 4 pg/ml), todos em triplicata.

Figura 12 — Imunizagao dos grupos de animais com peptideos.

A

A

Grupos de 3 animais
c57bl/6

LY

Grupo 1 — Mix 1
(peptideos 1,2 e 3) + CFA

Grupo 2 — Mix 2
(peptideos 4, 5,7) + CFA

Grupo 3 — Mix 3
(peptideos 10,11, 12) +
CFA

Grupo 4— Mix 4
(peptideos 6,8 e 9) + CFA

NS
—
2
tf

Imunizagao com
mistura de 3
peptideos + CFA

Apods 7 dias foirealizado sacrificio,
coleta de linfonodos, processamento e
marcacao com CFSE

Teste de linfoproliferagao — estimulos peptideo especificos por 120
horas (concentragoes de 5 ug/ml, 10 pg/ml e 20 pg/mil)

Imunizacdo de quatro grupos de animais (trés animais cada) com misturas de peptideos (mix) e

adjuvante no coxim plantar.

4.10 Ensaio de fagocitose e cinética de apresentacdo de moléculas de MHC-II

4.10.1 Culturas celulares

Os macréfagos J774.16 foram cultivados em meio de cultura celular, DMEM

com 10% de soro fetal bovino, 1% de aminoacidos ndo essenciais e gentamicina (20
uM) em estufa a 37 °C em 10% de CO..

Para diferenciacdo de macréfago derivado de medula éssea foi utilizado os

fémures e tibias de um camundongo C57BL/6. Apds a remocao dos fémures, estes

foram transferidos para placa de petri, foi adicionado 7 ml de PBS 1x estéril, as

extremidades de cada fémur foi removida e com seringa de 1 ml a lavagem do

[imen dos ossos foi realizada para retirada da medula éssea, centrifugou-se a 300 g

por 5 minutos a 4 °C e o sobrenadante descartado. O pellet foi suspenso em 1 ml de
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meio RPMI e cada 250 pl foi pipetado em uma 1 placa de petri descartaveis (90x15
mm) (4 placas no total). A cada placa foi adicionado 10 ml de meio R20/30 (RPMI
1640, 20% soro fetal bovino inativado, 30% e sobrenadante de células L929) e foram
incubadas em estufa com tensédo de CO, 5% a 37°C. No quarto dia foi adicionado
mais 10 ml de meio R20/30 e no sétimo dia os macrdofagos foram coletados
(TROUPLIN et al., 2013; WEISCHENFELDT; PORSE, 2008).

Apés o periodo de diferenciacdo, o0 sobrenadante de cada placa foi
descartado, adicionado 5 ml de meio RPMI e as células retiradas, com auxilio de
cell scraper, transferidas para tubo falcon, centrifugadas a 300 g por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o pellet suspenso em 1 ml de meio R20/30. Em
seguida as células foram contadas em camara de Neubauer, a viabilidade verificada

com Azul de Trypan (Sigma).

4.10.2 Producéo de sobrenadante de cultura de células L929

As células L929 foram cultivadas com meio R10 (RPMI 1640, 10% SFB
inativado) em garrafas de 150 cm? até atingirem 100% de confluéncia (a cada trés
dias o meio foi trocado) (5% CO,, 37 °C), atingindo a confluéncia desejada, o
sobrenadante foi descartado e adicionado 90 ml de meio R10 e a garrafa mantida
em estufa com 5% de tensdo de CO, a 37°C por 7 dias. ApGs o periodo o
sobrenadante foi coletado, centrifugado a 450 g por 10 minutos e o sobrenadante
congelado a -80 °C (TROUPLIN et al., 2013; WEISCHENFELDT; PORSE, 2008).

4.10.3 Cinética de fagocitose e de apresentacdo de MHC de classe Il com levedura

inativada de H. capsulatum analisado por citometria de fluxo

Os ensaios de fagocitose e cinética de expressao de MHC de classe Il foram
avaliados pelo método de citometria de fluxo. Os macréfagos diferenciados de
medula 6ssea de camundongos C57BL/6 foram adicionados em placas de 24 pogos
em volume final de 500 pl, seguido de ativagdo com IFN-y (156 U/ml) durante 12
horas. Apds o tempo de ativagéo, as leveduras, previamente marcadas com UVITEX
2B (Sigma) e inativadas por temperatura (60 °C por 60 min), foram adicionados aos
macréfagos, na proporcao de 3:1 (CARNEIRO et al., 2014).
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Para a marcagao com UVITEX 2B, foi adicionado 1 ul de uma solucéo de 10%
de UVITEX 2B (Sigma) em 1 ml de PBS 1x contendo 1 x 10® leveduras (H.
capsulatum), seguido por incubacdo de 1 min e duas lavagens com PBS 1x. ApGs
tempos determinados de fagocitose (1 hora, 2 horas, 4 horas, 6 horas), as células
foram lavadas com PBS 1x para retirar as leveduras que nao foram fagocitadas e
desprendidas da placa com cell scraper. As células foram ressuspensas em tubos
de citometria e marcadas com o0s seguintes anticorpos: anti-CD11b (clone M1/70) de
camundongo, anti-MHCIl Pe (clone M5/114.15.2) de camundongo (CARNEIRO et
al., 2014).

As amostras foram incubadas por 30 min a 4 °C. O citometro utilizado foi o BD
FACS Fortessa LSR (BD). Para a estratégia de selecao positivas, primeiramente as
células positivas para CD11b foram selecionadas, seguida da selecdo de células
vivas e assim selecionando a populacdo final. A populagcédo final consiste em
macréfagos contendo leveduras, nas quais foram adquiridos 100000 eventos. A
quantificacdo de MHC-II foi baseada na medicdo da porcentagem de células MHC-II

positivas e na mediana de intensidade de florescéncia (MIF).

4.10.4 Cinética de fagocitose com levedura inativada de H. capsulatum analisado

por microscopia de fluorescéncia

Os macrofagos diferenciados de medula 6ssea de camundongos C57BL/6
foram adicionados placas de 24 pocos com volume final de 500 pl/poco (5 x 10°
células), seguido de ativagdo com IFN-y (156 U/ml) durante 12 horas. Apos o tempo
de ativacdo, as leveduras previamente marcadas com FITC (isotiocianato de
fluoresceina) (Sigma) e inativadas por temperatura (60 °C por 60 minutos), foram
adicionadas aos macrofagos, na proporcédo de 3:1.

Para a marcagéo foi adicionado uma solugéo de FITC (200ul), previamente
preparada, na concentracdo de 50 pug/ml, em um pellet contendo 1 x 10® leveduras
(H. capsulatum G217b), estas foram incubadas por 10 minutos a temperatura
ambiente, protegido da luz, seguido de duas lavagens com PBS 1x, para retirada do
corante ndo ligado. Apos tempos determinados de fagocitose (1 hora, 2 horas, 4
horas, 6 horas), o meio de cultura foi retirado dos pocos, seguido de uma lavagem
com 0,15 M de a-metil manopiranosideo (Sigma) em PBS 1X por 5 minutos e trés

lavagens com PBS 1X para retirada das leveduras ndo fagocitadas. Adicionou-se
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500 ul de meio a cada posso e a contagem das células foi realizada no microscépio
de fluorescéncia EVOS (Thermo Fisher Scientific).

O indice fagocitico (IF) foi calculado pelo n° leveduras internalizadas dividido
pelo n°® de macréfagos presentes no campo e para cada poco da triplicata foram

contadas 200 células.

4.10.5 Avaliacéo da viabilidade de células J774.1A em cultura com 20 pg/ml de cada
peptideos (teste de MTT)

Para avaliar a viabilidade das células apds exposicdo aos peptideos foi
preparada uma placa de 96 pocos com a linhagem de macréfagos J774.1A,
contendo 5x10° células por poco em meio de cultura (RPMI 1640, 10% soro fetal
bovino inativado, 20 pg/ml de gentamicina). Apés aderéncia das células (12 horas), o
meio de cultura foi removido e adicionou-se 100 ul do peptideo na concentracao de
20 pg/ml (preparado no mesmo meio de cultura). Cada peptideo foi testado em
triplicata (VAN DE LOOSDRECHT et al., 1994).

A placa foi incubada a 37°C com 5% de CO2 no escuro por 24 horas. ApGs o
tempo de incubacédo, as solucdes foram removidas e adicionou-se uma solucdo de
MTT [3-(4, 5-dimethylthiazolyl-2)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide] (Sigma) na
concentracdo de 5 mg/ml e incubou-se por 4 horas a 37°C com 5% de CO; no
escuro. Em seguida o MTT foi removido e adicionaram-se 100 pul de isopropanol
(Merk) para dissolver o precipitado e a leitura foi realizada na DO de 595 nm (VAN
DE LOOSDRECHT et al., 1994).

A viabilidade das células foi calculada conforme a equacéo abaixo.

% células viaveis = média do teste x 100% / média do controle negativo

(células néo tratadas).
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4.11 Ensaios in vivo

4.11.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos da linhagem C57BL/6, com média de
idade entre 6 e 8 semanas. Os animais foram mantidos em condi¢cbes SPF (Specific
Pathogen Free), no biotério de camundongos isogénicos do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de S&o Paulo (ICB-USP), dentro das normas

preconizadas pela Comiss&o de Etica e Experimentacéo Animal.

4.11.2 Infeccdo dos animais

As leveduras de H. capsulatum, apds crescimento por 72 horas, foram
transferidas para tubo falcon, centrifugadas (2000 RPM, 10 minutos, 20 °C), o0 meio
de cultura foi descartado e o pellet lavado 3 vezes com PBS 1X , a viabilidade foi
verificada com Azul de Trypan (Sigma) e a contagem das leveduras foi realizada em
camara de Neubauer (antes da administracdo). Os animais foram anestesiados com
uma solucao contendo 80 mg/kg de ketamina e 10 mg/kg de xilazina e uma inciséao
transversal de aproximadamente 1 cm na pele do pescoco foi realizada, expondo a
traqueia, com o auxilio de uma seringa de 1 ml, 50 uyl da suspensao de fungos foi
injetada. Imediatamente apds a infeccdo, a incisao foi suturada e os camundongos

mantidos aquecidos. O inéculo utilizado foi de 1,0 x 10° leveduras (indculo subletal).

4.11.3 Esquema de imunizacgao

Os animais foram imunizados por via subcutanea com 20 ug do peptideo
escolhido, obtido a partir da predicdo in silico da andlise da sequéncia de
aminoacido do antigeno M, em adjuvante completo (CFA) e incompleto de Freund
(IFA) ou MPLA (Monofosforil Lipidio A). A mistura (40 pl) foi inoculada em cada
animal em uma das patas traseiras por via subcutanea (primeira dose) e duas doses
posteriores, separadas por um periodo de 7 dias, via subcutanea na base da calda.
Os camundongos controles foram administrados o adjuvante e PBS 1X (figura 13).
Em relagdo ao CFA/IFA, a primeira dose nos animais foi com CFA e as duas

posteriores com IFA.
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Figura 13 — Esquema de imunizacdo dos animais.

Esquema referente ao modelo experimental realizado em camundongos. Dias (dia que o
procedimento experimental foi realizado; 7 dias de intervalo entre cada procedimento); Imunizagéo 1
(primeiro tratamento); Imunizacdo 2 (segundo tratamento); Imuniza¢cdo 3 (terceiro tratamento);
Infecgé@o (infec¢d@o intratraqueal com dose subletal de leveduras de H. capsulatum); Sacrificio
(sacrificio dos animais para retirada e analise dos 6rgdos).

4.11.4 Processamento dos érgaos e unidades formadoras de col6énia (UFC)

Os orgaos foram rompidos manualmente em 2 ml de PBS 1x (pulméo e
figado) ou 1 ml de PBS 1x (baco). Essas solu¢cBes foram plaqueadas (100 pl) apds
diluicdes (1:20 e 1:50 para pulmdo e 1:10 para baco e figado) em meio BHI
suplementado (5% de sangue de carneiro desfibrinado, 1% de cisteina, 2% de
glicose e 20 pg/ml de gentamicina) e as placas mantidas a 37°C por até 20 dias e 1
ml do macerado do pulmao foi reservado, com inibidor de protease, para analise do
perfil de citocinas. O nimero de colbnias formadas e o resultado foram expressos
em UFC por grama de tecido (DEEPE; GIBBONS, 2001; DIAS et al.,, 2011,
MAGALHAES et al., 2012; TABORDA et al., 1998).

4.11.5 Esquema geral dos ensaios in vivo testados

Inicialmente foram testados dois ensaios de triagem, utilizando os peptideos
ja sintetizados, para avaliar diminuicdo de UFC nos pulmdes e bacos de animais
tratados e posteriormente desafiados com dose subletal do fungo. Apds obter os
resultados, foram escolhidos trés peptideos com melhor desempenho na diminuigao
da carga fungica nos pulmdes, para realizar as repeticbes dos ensaios. Também

foram testados outros trés peptideos que quando utilizados para estimular células de



59

linfonodos de animais tratados com os respectivos peptideos, produziram citocinas
com perfil de resposta Thl, em maior quantidade quando comparado as células sem
estimulo especifico, nos sobrenadantes de culturas celulares. O esquema geral dos

grupos utilizados nos ensaios in vivo esta representado na figura 14.

Figura 14 - Esquema geral dos grupos utilizados nos ensaios in vivo.
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Cada grupo foi composto por 5 ou 6 animais. Os grupos testes foram imunizados profilaticamente
com os peptideos de interesse (um peptideo para cada grupo teste) e adjuvante de escolha. Os
grupos controles foram: grupo controle néo tratado (controle positivo de infec¢éo); grupo Sham; grupo
controle tratado com adjuvante de escolha e PBS 1x.

A triagem com os peptideos ja sintetizados foi realizada nos ensaios in vivo 1
e 2 e apos escolha de trés peptideos, com melhor resultado, foram avaliados nos

ensaios invivo 3,4 e 5;

e Ensaio in vivo 1 — peptideo 1; peptideo 2; peptideo 3; peptideo 8; peptideo 9
(grupos testes, cinco no total com n=5 animais para cada grupo) (todos 0s
grupos testes receberam adjuvante) e grupos controles (nédo tratado; sham;
tratado com adjuvante e PBS 1x).

e Ensaio in vivo 2 — peptideo 5; peptideo 6; peptideo 7; peptideo 8 (grupos
testes, quatro no total com n=5 animais para cada grupo) (todos os grupos
testes receberam adjuvante) e grupos controles (ndo tratado; sham; tratado

com adjuvante e PBS 1x).
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e Ensaios in vivo 3 e 4 - ap0s a escolha dos peptideos com melhores
resultados, em relacdo a diminuicdo de UFC nos pulmdes, foram realizados
0s ensaios 3 e 4 testando os peptideo 6, 8 e 9 (grupos teste, adjuvante CFA e
IFA) e os grupos controles (n&o tratado; sham; tratado com adjuvante e PBS
1x).

e Ensaios in vivo 5 e 6 (MPLA) — o peptideo 6 foi testado utilizando-se o MPLA
como adjuvante e foi comparado com os grupos controles (n&o tratado; sham;
tratado com adjuvante e PBS 1x).

e Ensaios in vivo 7 e 8 — foram testados os peptideos 1, 10 e 12 (grupos teste,
adjuvante CFA e IFA) e os grupos controles (ndo tratado; sham; tratado com
adjuvante e PBS 1x).

4.11.6 Cinética de producéo de citocinas

Para avaliar a producéo de citocinas nos pulmdes de animais imunizados com
0s peptideos 6, 8 e 9, e desafiados com dose subletal do fungo, foi realizado um
ensaio in vivo com grupos testes duplicados para cada peptideo testado (peptideo 6;
peptideo 8 e peptideo 9) e para os controles (ndo tratado; sham; tratado com
adjuvante e PBS1X). Os grupos testes foram imunizados e infectados em paralelo,
sendo sacrificados em dias diferentes (48 horas apés infeccdo e 7 dias apos
infeccdo) para avaliar o perfil de citocinas apds a infec¢cdo de animais submetidos a
imunizacdo. Apos o sacrificio, os pulmdes foram retirados, macerados e o
sobrenadante acrescido de inibidor de proteases foi congelado a -80 °C, até a

guantificacdo das citocinas.
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4.12 Deteccéo e quantificagdo de citocinas

As quantificacbes das citocinas foram realizadas do homogeneizado de
pulmdo dos camundongos utilizados nos ensaios experimentais e dos
sobrenadantes do ensaio de linfoproliferacao (recolhido apds 120 horas de cultura e
armazenado a -80 °C).

A quantificagdo das citocinas foi feita pelo método de Cytometric Bead Array
(CBA), segundo instrucdes do fabricante (BD). Antes de analisar as amostras, foi
realizada a curva padrédo com as diluicdes (1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128,
1:256) definindo a concentracdo do padrdo entre 20 - 5000 pg/ml. Apés a realizacédo
do padrao, foi feita a reconstituicdo do Mix, no qual sdo adicionados 10 pl do
anticorpo especifico para cada citocina em cada amostra. Todos os procedimentos
foram realizados a em banho de gelo. Apos adicionar o mix foram acrescentados 50
Ml do anticorpo de detecgéo fluorocromo, PE, por amostra e foram incubadas por
duas 2 horas, protegidas da luz. As “beads de setup” foram preparadas, marcando
trés tubos (A, B e C): nos tubos B e C foram adicionados 50 ul dos reagentes de
marcacgao, FITC e PE respectivamente, e foram adicionados 400 ul da solugéo de
lavagem. No tubo A foi adicionado 450 ul desta solugéo. As “beads de setup” foram
incubadas por 30 minutos (temperatura ambiente), protegidas da luz. Apds este
procedimento, as amostras foram analisadas, no citdbmetro BD FACS Fortessa LSR
(BD), e analisadas no software FCAP Array 3 (BD). As concentracdes individuais de
citocinas foram indicadas por suas intensidades fluorescentes. Os padrbes de
citocina foram diluidos em série para facilitar a construcédo de curvas de calibracéo,
gue foram necessarias para determinar as concentracfes das citocinas nas
amostras testadas. Os limites minimos de deteccdo para as citocinas nos Kkits
utilizados (Thl; Th2; Thl7) foram 0,1 pg/ml para IL-2; 0,03 pg/ml para IL-4; 1,4
pg/ml para IL-6; 0,5 pg/ml para IFN-y; 0,9 pg/ml para TNF-qa; 0,8 pg/ml para IL-17A e

16,8 pg/ml para IL-10, os resultados obtidos foram obtidos em pg/ml.
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4.13 Extracdo do complexo MHC-peptideo por método de imunoprecipitacao

Depois de retirada a medula O0ssea de 10 animais e diferenciacdo em
macrofagos, em placas de Petri descartaveis (90x15 mm) (40 placas), foi realizada a
fagocitose de leveduras de H. capsulatum, inativadas por calor (1 hora a 60 °C por 1
hora) na propor¢cdo de 5 leveduras para cada 1 macréfago (5:1) por 4 horas.
Terminado o periodo de fagocitose, parte do meio de cultura foi retirado, deixando
aproximadamente 5 ml nas placas. Os macrofagos foram retirados das placas com o
auxilio de cell scraper e transferidos para tubos falcon de 50 ml, centrifugados a 300
g por 10 minutos a 4 °C, o sobrenadante foi descartado e o pellet lavado duas vezes
com PBS 1x, congelado em nitrogénio liquido (10 minutos) e reservado a -80 °C
(figura 15).

Figura 15 — Esquema da diferenciacdo de macréfagos e fagocitose.

Camundongo Fémures e tibias .
c57bl/6 extragdo das ) Ad_lgao de levedura
medulas ésseas inativada por 4 horas -
Medulas diferenciadas em fagocitose
macrofagos — 4 placas por
animal

liquido e armazenado a -80 °C

Sobrenadante foi descartado, o
:> ::> pellet congelado em nitrogénio

Apos fagocitose Transffr:;ias
as células foram p;ar_;: u :;

removidas centrifugada e
lavadas

Esquema de diferenciacdo de macrofagos a partir de medula éssea de camundongos C57BL/6 e
fagocitose de leveduras de H. capsulatum inativadas por calor. Ap6s o processo de fagocitose e
expressdo de moléculas de MHC-II as células foram congeladas e estocadas a -80 °C.
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O células do pellet (aproximadamente 5 x 10® macréfagos) foram
descongeladas e lisadas em tampao Tris [50 mM Tris HCI (pH 7,6), 150 mM NacCl
com 1% de Igepal-CA630 (Sigma) suplementado com inibidor de protease (Roche)]
por 2 horas a 4 °C. Em seguida, a amostra foi centrifugada a 1300 g por 10 minutos
a 4 °C e o sobrenadante recolhido e centrifugado a 100000 g por 1 hora. Ap6s a
centrifugacéo a 100000 g (figura 16) o sobrenadante contendo o complexo MHC de
classe Il carregado com o peptideo foi submetido a cromatografia de afinidade
através de esférulas magnéticas conjugadas com Proteina G [(Dynabeads Protein G
Immunoprecipitation Kit — (Thermo Fisher Scientific)], seguido de eluicdo dos
complexos para posterior andlise, conforme orientagbes do fabricante. As esférulas
foram associadas com o anticorpo anti-MHC-Il (clone KH74) (Biolegend) de

camundongo (figura 17).

Figura 16 — Esquema de processamento das células apds descongelamento.

, . . Centrifugacaoa1300g a4
Macrofagos Ll-_:*.e com tampao °C, sobrenadante foi
foram Tris —2 horas a 4 transferido para outro tubo
descongelados °C
Centrifugagdoa Sobrenadante foi reservado para
100000 g por 1 horaa imunoprecipitagao dos complexo peptideo-
4°C MHC-Il com Dynabeads proteina G

Depois de descongeladas, as células foram lisadas com tampé&o tris (contendo Igepal-CA630) e
passaram por processo de centrifugacdo. O sobrenadante foi reservado para imunoprecipitacdo dos
complexos peptideo-MHC-II.
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Figura 17 - Esquema de isolamento e purificacdo do complexo peptideo-MHC-II.
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Os complexos MHC-II-peptideo foram isolados do sobrenadante das células lisadas utilizando o kit de
imunoprecipitacdo Dynabeads proteina G (beads magnéticas) acoplado a anticorpo anti MHC-II de
camundongos. Primeiramente o anticorpo foi ligado a bead magnética e um processo de crosslink foi
realizado (fortalecimento da ligacdo para o anticorpo ndo ser eluido junto com o alvo). Apés o
crosslink foi adicionada a amostra, para ligacdo dos complexos peptideo-MHC-II, seguido de eluig&o.

Para iniciar o protocolo de imunoprecipitacdo, as beads magnéticas (proteina
G) foram agitadas em vortex por 30 segundos e 200 pl transferidos para tubos de 2
ml, 4 tubos no total (800 pl de beads). Os tubos foram encaixados na estante
magnética, as beads se ligaram a parede do tubo e o sobrenadante foi removido.
Em seguida foi adicionado o anticorpo anti-MHC-II [previamente diluido em 0,02%
de Tween 20 em PBS 1X (PBST)] as beads (50 pg de anticorpo para 200 pl de
beads) e incubado em agitacdo (rotacdo) por 1 hora a temperatura ambiente e o
sobrenadante descartado.

Para evitar a eluicdo do anticorpo anti-MHC-Il com o complexo MHC-II-
peptideo, foi realizado o “crosslink” do anticorpo anti MHC-II com as beads utilizando
BS® 5 mM diluido no Buffer Conjugation (20 mM NasPO,, 0,15 M NaCl, pH 7.9), o

qual foi adicionado as beads (800 ul por tubo), seguido de incubacdo de 30 minutos
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em agitacdo (rotacdo) a temperatura ambiente. Apos a incubacao foi adicionado o
Quenting Buffer (1 M Tris HCI, pH 7.5) (200 ul por tubo) e incubado por 15 minutos
em agitacdo (rotacdo) para interromper a reacdo. Os tubos foram acoplados a
estante magnética, o sobrenadante foi descartado e as beads ligadas ao anticorpo
anti-MHC-II foram lavadas trés vezes com 800 ul de PBST (por tubo).

Apés as lavagens, os tubos foram colocados na estante magnética, o
sobrenadante removido e foi adicionada a amostra contendo os complexos de MHC-
lI-peptideo (sobrenadante do lisado de macrofagos apos fagocitose), 1 ml por tubo,
retirado da estante, agitado gentilmente e incubado em agitagéo (rotagéo) por 30
minutos a temperatura ambiente. Ap6s a ligacdo do alvo ao anticorpo (bead-
anticorpo-MHC-I1), os tubos foram acoplados a estante magnética, o sobrenadante
descartado e foi realizada trés lavagens com Washing Buffer (fornecido pelo kit) (800
pl por tubo). Apds as lavagens, os tubos foram colocados novamente na estante
magneética, o sobrenadante removido, adicionou-se 200 ul de Washing Buffer e as
suspensdes foram transferidas para um tubo novo.

O tubo contendo a suspensao de bead-anticorpo-MHC-II foi acoplado a
estante magnética, o sobrenadante retirado, foi adicionado 100 pl de Elution Buffer
(50 mM glicina, pH 2,8), a solucao foi incubada em agitacdo (rotagéo) por 2 minutos
a temperatura ambiente para liberacdo do complexo MHC-II- peptideo do anticorpo
ligado a bead de proteina G. Apés a incubacdo o tubos foi colocado na estante
magnética e o sobrenadante foi coletado e congelado a -80 °C para posterior

andalise.

4.14 ldentificacdo dos peptideos acoplados ao MHC-II por espectrometria de

massa

A amostra proveniente da imunoprecipitacdo foi enviada ao laboratorio de
Glicoprotedmica do Departamento de Parasitologia do ICB/USP para ser realizado o
processo de tripsinizagdo, dessalinizacdo e quantificacdo da amostra para
subsequente andlise por LC-MS/MS em espectrometro de massa (plataforma
nanoLC Easy-LTQ Orbitrap Velos-ETD). A analise na plataforma nanoLC Easy-LTQ
Orbitrap Velos-ETD foi realizada pelo Centro de Facilidades de Apoio a Pesquisa
(CEFAP) do ICB/USP e os dados gerados foram analisados no software MaxQuant

(https:/lwww.maxquant.org/) apos ser adicionado as sequéncias de proteinas, no


http://cefap.icb.usp.br/biomass-easy-nlc-ltq-orbitrap-velos/
http://cefap.icb.usp.br/biomass-easy-nlc-ltq-orbitrap-velos/
http://cefap.icb.usp.br/biomass-easy-nlc-ltq-orbitrap-velos/
http://cefap.icb.usp.br/biomass-easy-nlc-ltq-orbitrap-velos/
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formato FASTA, de H. capsulatum depositadas no Uniprot (https://www.uniprot.org/)

para comparagdo com as sequéncias encontradas (figura 18).

Figura 18 — Fluxo de trabalho para identificacdo de peptideos por espectrometria de massa.
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Proteinas provenientes de lisado de células sdo submetidas a centrifugacdes e a uma etapa de
imunoprecipitacdo para isolamento do alvo. Em seguida a amostra obtida é tripsinizada para analise
de espectrometria de massa e o0s dados gerados sdo analisados no software MaxQuant.

4.15 Anéalise de dados e testes estatisticos

Todos os dados (graficos de barras) (cinética de fagocitose, cinética de
apresentacao de MHC-II, quantificacdo de UFC e citocinas) foram gerados com o
auxilio do software GraphPad Prism 6 e para avaliar os resultados dos experimentos
foram utilizados teste de analise de variancia ANOVA e/ou teste t (t-test) ndo

pareado, com pés-teste de Tukey ou Dunnett (software GraphPad Prism 6).
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4.16 Estrutura molecular

A predicdo da estrutura molecular do antigeno M foi realizada a partir da
sequéncia FASTA, depositada no GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein)
(GenBank: AAB84182.2), no servidor do “The Iterative Threading Assembly
Refinement” (I-TASSER) (plataforma de predicdo e modelagem de proteinas)
(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/) (ROY; KUCUKURAL; ZHANG,
2010) e a localizacdo e marcacdo das sequéncias dos peptideos na estrutura da
proteina foi feita com o auxilio do software PyMOL 2.3 (software de visualizacéo

molecular) (https://pymol.org/2/).

4.17 Sintese, pureza e preparo dos peptideos

Os peptideos foram sintetizados pela AminoTech Pesquisa e
Desenvolvimento (Diadema, SP, Brasil) com pureza = 95% determinada por HPLC e
espectrometria de massa e com troca do contra-ion de TFA (acido trifluoroacético)
pelo contra-ion acetato e foram solubilizados em PBS 1X ou PBS 1X com 20% de
DMSO, de acordo com a solubilidade de cada sequéncia.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein
https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/
https://pymol.org/2/
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5 RESULTADOS

5.1 Expresséao do antigeno M recombinante

Apés o descongelamento e crescimento da cepa de E. coli M15 ja
transformada, as etapas de expressdo a 37 °C e sonicagdo para extracdo das
proteinas foram realizadas, entretanto a expressdo da proteina ndo foi observada
em gel de SDS-PAGE 12%. O processo foi repetido quatro vezes sem sucesso e
alteracdes na técnica foram realizadas, como a variacdo da concentracdo de IPTG
(sem IPTG; 0,1 mM; 0,25 mM; 0,50 mM; 0,8 mM e 1 mM) (indutor de expressao de
proteina recombinante), contudo, mesmo com a alteracdo, a proteina ndo foi
expressa. Desta maneira, uma nova aliquota da bactéria transformada foi obtida
junto ao Prof. Allan Guimardes (UFF) e apds a execu¢do do mesmo protocolo, a
proteina recombinante foi observada em gel (figura 19).

Figura 19 — Perfil eletroforético do lisado de bactérias apds expressdo em gel de SDS-PAGE 12%.
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14kDa —

Poco (1) Padrdo e peso molecular; pocos (2 a 5) - expressdo da proteina M recombinante em
destaque; pocos (6 a 10) - controle da expressdo sem inducdo com IPTG. Gel corado com coloracéo
de Coomassie Blue.
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5.2 Purificagdo do antigeno M recombinante por cromatografia de afinidade

A primeira purificacdo do antigeno M recombinante foi realizada em coluna de
vidro contendo resina com afinidade para calda de histidina (Ni-NTA) (Qiagen)
acoplada a uma bomba peristaltica e a elui¢céo foi realizada com tampao contendo
imidazol 500 mM (responséavel por competir com a ligacado da calda de histidina a
resina, desta maneira liberando a proteina ligada). A figura 20 demonstra a proteina
recombinante purificada (em maior quantidade) e proteinas contaminantes

proveniente da E. coli.

Figura 20 - Perfil eletroforético apos purificacdo da proteina em gel de SDS-PAGE 12%.
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Purificado do sonicado apoOs expressédo. Poco (1) - padrao de massa molecular; pocos (2 a 9) -
fragcBes do purificado. Gel corado com coloracdo de Coomassie Blue.

Com o objetivo de diminuir a quantidade de contaminantes eluidos com a
proteina de interesse e considerando que estes teriam baixa afinidade pela coluna, o
processo de eluicdo foi realizado com concentracdes crescentes de imidazol (100
mM, 200 mM 300 mM, 400 mM e 500 mM), para eluir primeiramente as proteinas
contaminantes (descarte) e posteriormente o alvo de interesse em maiores
concentracdes de imidazol. Contudo a proteina recombinante foi eluida em baixas
concentracdes de imidazol (100 e 200 mM, concentragdes minimas utilizadas) néo

diminuindo os contaminantes no final do processo (Figura 21).



70

Figura 21 - Perfil eletroforético das fracBes de proteina recombinante eluida em concentracfes
crescentes de imidazol

100 mM 200 mM <— Imidazol
1 2 3 4 5 6 1 8 9 10
= > A ~
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66 kDa S L & - ) recombinante
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31kDa 5 Proteinas
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Gel SDS-PAGE 12% - Eluicdo com concentracdes crescentes de imidazol. Poco (1) - padrdo de
massa molecular; pocos (2 e 3) - eluicdo com 100 mM imidazol; pogos (4 a 8) - eluigdo com 200 mM
imidazol. Gel corado com coloracdo de Coomassie Blue.

O imidazol é responsavel por competir com as ligacdes das proteinas a
coluna de purificacdo, desta maneira, sua funcdo é eluir a amostra. Na concentracao
de 10 mM é utilizado para retida de contaminantes com baixa afinidade pela coluna;
ao adicionar uma etapa de lavagem da coluna com tampao contendo imidazol 50
mM (10 volumes de coluna), antes da eluicdo da amostra, também nao foi verificado
diminuicdo de contaminantes nas fracdes eluidas.

Devido a toxicidade da ureia sobre células de cultura (macrofagos e linfécitos)
e animais, 0s experimentos in vitro (com células) e in vivo (imunizacdo de animais)
foram impossibilitados. Desta maneira, na tentativa de expressar o antigeno M
solivel em tampdo aquoso (sem ureia) o método de expressdo foi alterado,
diminuindo a temperatura de incubacao para 18 °C overnight, conforme item 4.3.2,
contudo ndo foi observada a banda caracteristica de expressdo do antigeno M

recombinante (figura 22).
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Figura 22 - Perfil eletroforético do lisado de bactérias apds expresséo a 18 °C overnight
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Gel de SDS-PAGE 12%. Poco (1) padrdo de massa molecular; pogo (2) - extrato bruto da proteina
expressa apos sonicacéo (pellet); pocos (5 a 10) - sobrenadante da expresséo a 18°C (auséncia de
expressdo da proteina).

Desta maneira, na tentativa de retirar a ureia presente na proteina
recombinante, a expressao foi realizada a 37 °C, como descrito no item 4.3.1, com
alteracdo no método de purificacdo. Apds expressdo, sonicacdo e diluicdo dos
corpusculos de inclusdo (contendo o antigeno M) e proteinas de E. coli (item 4.3.1),
a amostra foi diluida vagarosamente (1ml/minuto) em 2 litros de tampédo aquoso
(item 4.4.2) e aplicada a uma coluna HisTrap HP (GE Healthcare) acoplada ao
sistema de cromatografia AKTA (GE Healthcare) seguido de eluicdo linear com
aumento gradual da concentracdo de imidazol no tampédo de eluicdo. Essa técnica
de purificacdo foi realizada duas vezes, entretanto a proteina foi visualizada em
apenas uma fracdo das 40 eluidas (figura 23); outro problema na purificacédo foi ndo

visualizacao de picos de proteinas eluidas nos cromatogramas (figura 24).
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Figura 23 - Perfil eletroforético proteina recombinante purificada no sistema AKTA (SDS-PAGE 12%).

Antigeno M
recombinante
97,4 kDA
66,2 kDA
45kDA _,

Proteina purificada em coluna HisTrap Hp (GE) acoplada ao sistema AKTA. Poc¢o (1) — padrdo de
massa molecular; pocos (2 a 6 e 8) - fracdes negativas; poco (7) - fracdo positiva para a proteina
purificada. Gel corado com prata.

Figura 24 — Cromatograma da purificacdo no sistema AKTA.
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Auséncia de formacé&o de picos no cromatograma de eluicdo de proteina.

Outra modificacdo de método foi a diluicdo de 4 ml do produto de expresséo a
37 °C (item 4.3.1) em 40 ml de tampéao (Tris 20 mM, NaCl 150 mM, pH 7,9), por
gotejamento em velocidade minima da bomba peristéltica e com agitagdo magnética
da amostra, seguido de purificacdo em coluna acoplada a bomba peristaltica (item
4.4.1) e eluicdo com concentracdes crescentes de imidazol no tampédo de eluicéo
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(200 mM, 200 mM, 300 mM, 400 mM e 500 mM). ApGs andlise das fracBes coletadas
em gel de poliacrilamida (figura 25) foi verificado baixo rendimento de proteina

recombinante.

Figura 25 - Perfil eletroforético apos purificacéo da proteina em gel de SDS-PAGE 12%.
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Gel SDS-PAGE 12% - Purificacdo da proteina diluida 10 vezes e eluicdo com tamp&o sem ureia.
Poco (1) — padrao de peso molecular; pogo (2) — proteina eluida com imidazol 100 mM; pogos (3 a 7)
proteina eluida com imidazol 200 mM.

A proteina purifica em coluna acoplada a bomba peristaltica, conforme
descrito no item 4.4.1, também foi submetida a um processo de dialise simples (item
4.5.1) e didlise com diminuicdo gradual da concentracdo da ureia (item 4.5.2), com o
intuito de trocar do tampado da amostra (6 M de ureia) por tampao aquoso,
entretanto, a proteina contida na mostra precipitou nas duas metodologias de didlise

utilizadas, ndo sendo possivel recupera-la.

5.3 Western Blotting do produto da expressdo ap0s sonicagado e extracao das

proteinas

Para confirmar se a proteina expressa realmente se tratava do antigeno M
recombinante, foi realizado Western Blotting das proteinas obtidas apds o processo
de sonicacdo [testou-se o pellet diluido em ureia (puro e diluido 10 x) e o
sobrenadante da extracéo (puro e diluido 10 x)], utilizando como anticorpo primario

soro de camundongo infectado com H. capsulatum e foi observada apenas uma
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banda detectada apds a revelacdo com o anticorpo secundério, confirmando a
expresséo da proteina recombinante (figura 26).

Figura 26 - Western Blotting para confirmar a expresséo do antigeno M recombinante.
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(1) padrdo de massa molecular (Novex Sharp Pre-stained Protein Standard); (2) proteina em uréia
pura (pellet do sonicado); (3) sobrenadante do sonicado; (4) proteina em uréia diluida 10 vezes (pellet
do sonicado); (5) sobrenadante do sonicado diluido 10 vezes.

5.4 Predicao in silico de peptideos ligantes a moléculas de MHC de classe Il de

camundongos C57BL/6 a partir da sequéncia do antigeno M

Apbs realizar a predicdo in silico dos peptideos a partir da sequéncia da
proteina antigeno M [FASTA (GenBank: AAB84182.2)], na ferramenta MHC-II
Binding Predictions (http://tools.iedb.org/mhcii/) utilizando o método Consenso
(WANG et al., 2008), foram obtidos 691 peptideos com rank (%) variando de 1,97 a
86,80, dos quais 54 peptideos apresentaram rank (%) menor que 10. Analisando os
cores (nucleos) das 54 sequéncias foram encontrados apenas 12 cores diferentes e
escolhidos 11 peptideo (10 cores diferentes com rank (%) menor que 10) e 1
peptideo com rank (%) 11,06 (total de 12 peptideos com 11 cores diferentes),
contudo apresentando IC50 (NN-align) menor que 1000, para sintese (Figura 27, 28
e 29). Apés sintetizados os peptideos foram preparados em PBS 1X ou PBS 1X com
20% de DMSO (figura 30).



Figura 27 — Esquema de analise da sequéncia do antigeno M.

Sequénciado
antigeno M —
705 aminoacidos

g

Gerados 691
peptideos — rank
(%) 1,97 a 86,80

54 peptideos —
rank (%) menor
que 10e1
peptideo com
IC50< 1000 (rank
(%) 11,08)

55 peptideos — 12
cores diferentes

Foram escolhidos
12 peptideos com
11 cores diferente

Core 1 YAYGKPVGA
Core 2 NNWSNITAA
Core 3 TAAYTPNSM
Core 4 LRAAFNSAN

Core 8 FLSQQPSSL
Core9 | DVWSQPRLF
Core 10 | LVWEEAQAL
Core 11 | IMFQPGHVV
Core 12 | EIPQAATAH
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Figura 28 — Tabela dos 55 peptideos considerados possiveis ligantes na molécula de MHC-II, por

predicao in silico.

Rank (%)

Alelo Inicio  Final Peptideo Consenso Core SMM Core NN

H2-1Ab 632 646 ITDAYAYGKPVGAVG 1.97 YAYGKPVGA  YAYGKPVGA
H2-1Ab 631 645 IITDAYAYGKPVGAV 2.00 YAYGKPVGA  YAYGKPVGA
H2-1Ab 630 644 RIITDAYAYGKPVGA 2.28 DAYAYGKPV  YAYGKPVGA
H2-1Ab 633 647 TDAYAYGKPVGAVGD 2.51 YAYGKPVGA  YAYGKPVGA
H2-1Ab 634 648 DAYAYGKPVGAVGDG 2.66 YAYGKPVGA  YAYGKPVGA
H2-1Ab 635 649 AYAYGKPVGAVGDGS 5.81 YAYGKPVGA  YAYGKPVGA
H2-1Ab 636 650 YAYGKPVGAVGDGSN 7.25 YAYGKPVGA  YAYGKPVGA
H2-1Ab 94 108  TSYNNWSNITAASFL 4.71 NNWSNITAA NNWSNITAA
H2-1Ab 93 107 FTSYNNWSNITAASF 4.83 NNWSNITAA NNWSNITAA
H2-1Ab 97 111 NNWSNITAASFLNAA 4.89 NNWSNITAA NNWSNITAA
H2-1Ab 92 106 VFTSYNNWSNITAAS 4.99 NNWSNITAA NNWSNITAA
H2-1Ab 95 109 SYNNWSNITAASFLN 5.14 NNWSNITAA NNWSNITAA
H2-1Ab 91 105 GVFTSYNNWSNITAA 5.29 FTSYNNWSN  NNWSNITAA
H2-1Ab 96 110  YNNWSNITAASFLNA 8.96 NNWSNITAA NNWSNITAA
H2-1Ab 409 423 | PLNTAAYTPNSMSNG 5.03 TAAYTPNSM  YTPNSMSNG
H2-1Ab 410 424 LNTAAYTPNSMSNGF 5.16 TAAYTPNSM  YTPNSMSNG
H2-1Ab 407 421 | FIPLNTAAYTPNSMS 7.27 TAAYTPNSM  TAAYTPNSM
H2-1Ab 408 422  IPLNTAAYTPNSMSN 7.33 TAAYTPNSM TAAYTPNSM
H2-1Ab 411 425 | NTAAYTPNSMSNGFP 7.88 AAYTPNSMS  YTPNSMSNG
H2-1Ab 406 420 MFIPLNTAAYTPNSM 8.46 LNTAAYTPN TAAYTPNSM
H2-1Ab 412 426 | TAAYTPNSMSNGFPQ 9.54 TAAYTPNSM  YTPNSMSNG
H2-1Ab 565 579 AEQLRAAFNSANNKV 5.58 LRAAFNSAN LRAAFNSAN
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564
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99
98
100
101
103
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432
431
433
434
194
195
193
454
254
253
255
341
340
179
180
526

580
578
577
581
582
576
93
94
92
95
96
113
112
114
115
117
116
446
445
447
448
208
209
207
468
268
267
269
355
354
193
194
540

EQLRAAFNSANNKVD
IAEQLRAAFNSANNK
TIAEQLRAAFNSANN
QLRAAFNSANNKVDI
LRAAFNSANNKVDIV
FTIAEQLRAAFNSAN

AWDFLSQQPSSLHAL
WDFLSQQPSSLHALF
TAWDFLSQQPSSLHA
PSFNDVWSQPRLFYN
RAGLVWEEAQALGGK
GRAGLVWEEAQALGG
AGLVWEEAQALGGKN
TEQIMFQPGHVVRGI
ETEQIMFQPGHVVRG
QPDSEIPQAATAHDT
PDSEIPQAATAHDTA
PTFYHNKATVPIGTF

5.61
6.71
7.57
8.04
8.55
8.72
5.97
6.23
6.31
7.54
8.73
6.12
6.43
6.59
7
9.75
9.83
6.39
6.46
7.08
8.02
7.81
8.37
9.05
8.75
8.78
8.89
9.21
8.90
9.25
9.17
9.25
11.06

LRAAFNSAN
LRAAFNSAN
LRAAFNSAN
LRAAFNSAN
LRAAFNSAN
AEQLRAAFN

FLSQQPSSL
FLSQQPSSL
FLSQQPSSL
DVWSQPRLF
LVWEEAQAL
LVWEEAQAL
LVWEEAQAL
IMFQPGHWV
IMFQPGHWV
EIPQAATAH
EIPQAATAH
YHNKATVPI

LRAAFNSAN
LRAAFNSAN
LRAAFNSAN
LRAAFNSAN
LRAAFNSAN
LRAAFNSAN

FLSQQPSSL
FLSQQPSSL
FLSQQPSSL
DVWSQPRLF
LVWEEAQAL
LVWEEAQAL
WEEAQALGG
FQPGHVVRG
FQPGHVVRG
SEIPQAATA
SEIPQAATA
FYHNKATVP
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Sequéncia dos 55 peptideos com capacidade de se ligar ao MHC-II de camundongos C57BL/6 e
sequéncia das cores (nucleos de peptideos) diferentes encontrados e identificados por cores
diferentes. H2-1Ab — alelo do MHC-II escolhido; SMM — método de predicdo SMM-align; NN — método
de predicdo NN-align; Consenso — método de predicdo Consenso, 0 qual calcula a média dos ranks
gerados (NN-align e SMM-align). Inicio e final — posigBes do amino&cido que inicia e termina a

sequéncia do peptideo.
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Figura 29 — Sequéncia de peptideos escolhidos para sintese e testes in vitro e in vivo.

Peptideo Sequéncia
Peptideo 1 DAYAYGKPVGAVGDG
Peptideo 2 NNWSNITAASFLNAA
Peptideo 3 PTFYHNKATVPIGTF
Peptideo 4 VFTSYNNWSNITAAS
Peptideo 5 ERAVHARGAGAHGVF
Peptideo 6 WSNITAASFLNAAGK
Peptideo 7 HNRGFFTAPGRMVNG
Peptideo 8 AWDFLSQQPSSLHAL
Peptideo 9 PSFNDVWSQPRLFYN
Peptideo 10 RAGLVWEEAQALGGK
Peptideo 11 TEQIMFQPGHVVRGI
Peptideo 12 QPDSEIPQAATAHDT

Figura 30 — Tabela de solubilidade dos peptideos.

Peptideos Sequéncia Solubilidade
Peptideo 1 DAYAYGKPVGAVGDG PBS 1X
Peptideo 2 NNWSNITAASFLNAA 20% DMSO + PBS 1X
Peptideo 3 PTFYHNKATVPIGTF 20% DMSO + PBS 1X
Peptideo 4 VFTSYNNWSNITAAS 20% DMSO + PBS 1X
Peptideo 5 ERAVHARGAGAHGVF PBS 1X
Peptideo 6 WSNITAASFLNAAGK 20% DMSO + PBS 1X + 10% &cido acético 20%
Peptideo 7 HNRGFFTAPGRMVNG PBS 1X
Peptideo 8 AWDFLSQQPSSLHAL PBS 1X
Peptideo 9 PSFNDVWSQPRLFYN PBS 1X
Peptideo 10 RAGLVWEEAQALGGK PBS 1X
Peptideo 11 TEQIMFQPGHVVRGI PBS 1X
Peptideo 12 QPDSEIPQAATAHDT PBS 1X

Solucdes preparadas com de 1 mg de cada peptideo (concentragdo final de 1 mg/ml). PBS 1X —

Tampao Fosfato salina. DMSO — Dimetilsulféxido.

Os peptideos estdo em destaque (cores diferentes) na sequéncia do antigeno

M (figura 31).
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Figura 31 - Sequéncia do antigeno M em formato FASTA (GenBank: AAB84182.2) com os peptideos
em desta de cores.

MPSGQKGPLDRRHDTLSDPTDQFLSKFYIDDEQSVLTTDVGGPIEDQHSLKAGNRGPTLLEDFIFRQK
IQHFDHERVP TSY QTPVFVRFSTVAGSRGSVDSA
RDIHGFATRLYTDEGNFDIVGNNVPVFFIQDAIQFPDLIHAVKPQPDSEIPQAATAHDTAWDFLSQQPS
SLHALFWAMSGHGIPRSMRHVDGWGVHTFRLVTDEGNSTLVKFRWKTLQGRAGLVWEEAQALGG
KNPDFHRQDLWDAIESGRYPEWELGFQLVNEADQSKFDFDLLDPTKIIPEELVPFTPIGKMVLNRNPK
SYFAE DFTDDPLLQGRLYSYLDTQLNRHGGPNFEQLPINRPRIPFHNNNRDGA
GQMFIPLNTAAYTPNSMSNGFPQQANRT PLVRELS S
LTVFEKQFLVNAMRFENSHVRSETVRKNVIIQLNRVDNDLARRVALAIGVEPPSPDPTFYHNKATVPIG
TFGTNLLRLDGLKIALLTRDDGSFTIAEQLRAAFNSANNKVDIVLVGSSLDPQRGVNMTYSGADGSIFD
AVIVVGGLLTSASTQYPRGRPLRIIT SNEALRDVLMAAGGDASNGLDQPGVY
ISNDVSEAYVRSVLDGLTAYRFLNRFPLDRS

Destaque em alaranjado - peptideo 1 (DAYAYGKPVGAVGDG); verde - peptideo 2
(NNWSNITAASFLNAA), peptideo 4 (VFTSYNNWSNITAAS), peptideo 5 (ERAVHARGAGAHGVF),
peptideo 6 (WSNITAASFLNAAGK) (parcialmente sobrepostos); azul claro — peptideo 3
(PTFYHNKATVPIGTF); rosa — peptideo 7 (HNRGFFTAPGRMVNG); vermelho — peptideo 8
(AWDFLSQQPSSLHAL) e peptideo 12 (QPDSEIPQAATAHDT) (parcialmente sobrepostos); cinza
claro — peptideo 9 (PSFNDVWSQPRLFYN); azul escuro — peptideo 10 (RAGLVWEEAQALGGK);
amarelo — peptideo 11 (TEQIMFQPGHVVRGI).

5.5 Estrutura tridimensional do antigeno M com peptideos localizados

Figura 32 — Sequéncia de peptideos escolhidos a partir da predicéo in silico localizados em estrutura
tridimensional da proteina.

(A) e (B) - peptideos (12 sequéncias) em destaque nas estruturas. Alaranjado — peptideo 1;
vermelho — peptideo 2, peptideo 4, peptideo 5, peptideo 6; roxo — peptideo 3; rosa — peptideo 7;
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azul — peptideo 8; roxo claro — peptideo 9; amarelo — peptideo 10; azul claro — peptideo 11 e verde
— peptideo 12.

Figura 33 — Sequéncia de peptideos testados em ensaios in vivo.

(A) e (B) - peptideos (6 sequéncias) em destaque nas estruturas. Alaranjado — peptideo 1; vermelho
— peptideo 6; azul — peptideo 8; roxo claro — peptideo 9; amarelo — peptideo 10 e verde — peptideo
12.

5.6 Avaliacdo da viabilidade de células J774.1A em cultura com 20 pg/ml de

cada peptideos (teste de MTT)

A metodologia utilizada para mensurar a viabilidade das células foi a de MTT,
descrita conforme item 4.10.5. A porcentagem de viabilidade dos macréfagos
J774.1A tratadas com 20 ug/ml de cada peptideo por periodo de 24 horas, variou de
68,8% a 93,6%, dependendo do peptideo testado, como pode se observar na tabela
abaixo (figura 34). Em destaque negrito estdo os peptideos testados em ensaios

experimentais in vivo.
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Figura 34 — Tabela de viabilidade celular (%) apds 24 horas de exposi¢cao ao peptideo testado.

Peptideo Concentracéo Tempo Viabilidade

1 20 pg/ml 24 horas 89,8
2 20 pg/ml 24 horas 88,6
3 20 pg/mi 24 horas 85,3
4 20 pg/mi 24 horas 86,9
5 20 pg/mi 24 horas 94,7
6 20 pg/ml 24 horas 68,8
7 20 pg/mi 24 horas 94,2
8 20 pg/ml 24 horas 76,1
9 20 pg/ml 24 horas 70,2
10 20 pg/ml 24 horas 88,1
11 20 pg/mi 24 horas 88,1
12 20 pg/ml 24 horas 93,6

RPMI 24 horas 100,0

DMSO 20% 20 pg/mi 24 horas 87,3

Tabela demonstrando a média de viabilidade das células avaliadas pelo ensaio de MTT, apés 24
horas de cultivo com cada peptideo na concentracédo de 20 pg/ml (pogos em triplicata). Em destaque
negrito os peptideos escolhidos para os testes animais. RPMI (meio de cultura utilizado no
experimento e controle de viabilidade das células); DMSO 20% (diluente dos peptideos 2, 3, 4, 6).

5.7 Ensaio de linfoproliferacéo

Para avaliar se houve linfoproliferacdo as células dos linfonodos foram
marcadas com CFSE (fluorescéncia no canal do FITC). A proliferacdo das células
pode ser observada pela perda de fluorescéncia ocorrida pela divisdo celular e
consequente deslocamento do pico de fluorescéncia no histograma. A estratégia de

analise esta apresentada abaixo (figura 35).
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Figura 35 — Estratégia de analise do teste de linfoproliferacéo.

Gréficos demostrando a estratégia de andlise da linfoproliferacdo. Graficos: A [gate de sele¢éo de
células por critério de tamanho e complexidade (SSC-A x FSC-A)]; B (gate de sele¢do de células
vivas); C (gate de selecdo de células CD3+); D (gates de selecdo de células CD4+ e CD8+; E
(histograma de proliferacdo de células CD4+); F (histograma de proliferacdo de células CD8+).

Os ensaios de linfoproliferacdo foram realizados com células de linfonodos de
grupos de 3 animais imunizados com 20 pg/ml de uma mistura de 3 peptideos (mix),
resultando em 4 grupos de peptideos (mix1 — peptideos 1,2,3; mix 2 — peptideos
4,5,7, mix 3 — peptideos 10,11,12 e mix 4 — peptideos 6,8,9), com adjuvante
completo de Freund (CFA), no coxim plantar e sacrificados apés 7 dias.

ApoOs a retirada dos linfonodos inguinais e popliteos (descrito no item 4.9.1),
de cada grupo separadamente, foram processados, marcados (descrito no item
4.9.2) e plaqueados com os controles do ensaio (células sem estimulo néo
marcadas; células sem estimulo marcadas com CFSE; células marcadas e nao
marcadas estimuladas com Concanavalina A). Os estimulos especificos testados
(peptideos na concentracdo de 5, 10 e 20 pg/ml) foram realizados separadamente,
todos em triplicata para cada peptideo e para cada concentracdo. As analises
estatisticas foram feitas entre o controle e cada grupo tratado, utilizando t-test nédo
pareado, onde *p <0.05, **p <0.005, ***p <0.0005 e ****p <0.0001.
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Apés testar todos os peptideos nas concentracdes de 5, 10 e 20 pg/ml, ndo
foi observado proliferacdo de linfécitos CD4+ e CD8+ frente ao estimulo com os
peptideos quando comparado ao controle ndo estimulado, resultado representado

pelos gréaficos de barras (figura 36, 37, 38 e 39).

Figura 36 - Ensaio de linfoproliferacdo de linfécitos de animais vacinados com o mix 1 (peptideo 1,
peptideo 2 e peptideo 3) e estimulados com cada peptideo especifico.
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Gréficos de barras referentes ao teste de linfoproliferacdo de linfécitos de animais vacinados com o
mix 1 (peptideo 1, 2 e 3) nas concentracdes de 5, 10 e 20 pg/ml estimulados com cada peptideos
separadamente. ConA: Concanavalina A. Gréficos: A [andlise de CD4+ estimuladas com peptideos
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1, 2, 3 (5 ug/ml)]; B [andlise de CD8+ estimuladas com peptideos 1, 2, 3 (5 pug/ml)]; C [analise de
CD4+ estimuladas com peptideos 1, 2, 3 (10 pg/ml)]; D [analise de CD8+ estimuladas com peptideos
1, 2, 3 (10 pg/ml)]; E [analise de CD4+ estimuladas com peptideos 1, 2, 3 (20 pg/ml)]; F [andlise de
CD8+ estimuladas com peptideos 1, 2, 3 (20 pg/ml)]; Sem estimulo: ndo receberam estimulo.

Figura 37 - Ensaio de linfoproliferagdo de linfocitos de animais vacinados com o mix 2 (peptideo 4,
peptideo 5 e peptideo 7) e estimulados com cada peptideo especifico.
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Gréficos de barras referentes ao teste de linfoproliferacdo de linfécitos de animais vacinados com o
mix 2 (peptideo 4, 5 e 7) estimulados com cada peptideos separadamente. ConA: Concanavalina A.
Graficos: A [andlise de CD4+ estimuladas com peptideos 4, 5, 7 (5 pg/ml)]; B [analise de CD8+
estimuladas com peptideos 4, 5, 7 (5 pg/ml)]; C [analise de CD4+ estimuladas com peptideos 4, 5, 7
(10 pg/ml)]; D (andlise de CD8+ estimuladas com peptideos 4, 5, 7 (10 pg/ml)]; E [andlise de CD4+
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estimuladas com peptideos 4, 5, 7 ( 20 pg/ml)]; F [andlise de CD8+ estimuladas com peptideos 4, 5, 7
(20 pg/ml)]; Sem estimulo: células que ndo receberam estimulo com peptideo.

Figura 38 - Ensaio de linfoproliferacdo de linfécitos de animais vacinados com o mix 3 (peptideo 10,
peptideo 11 e peptideo 12) e estimulados com cada peptideo especifico.
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Gréficos de barras referentes ao teste de linfoproliferagédo de linfécitos de animais vacinados com o
mix 3 (peptideo 10, 11 e 12) estimulados com cada peptideos separadamente. ConA: Concanavalina
A. Graficos: A [andlise de CD4+ estimuladas com peptideos 10, 11, 12 (5 ug/ml)]; B [analise de
CD8+ estimuladas com peptideos 10, 11, 12 (5 pg/ml)]; C [andlise de CD4+ estimuladas com
peptideos 10, 11, 12 (10 pg/ml)]; D (andlise de CD8+ estimuladas com peptideos 10, 11, 12 (10
pg/ml)]; E (andlise de CD4+ estimuladas com peptideos 10, 11, 12 (20 pg/ml)]; F [andlise de CD8+
estimuladas com peptideos 10, 11, 1 (20 pg/ml)]; Sem estimulo: ndo receberam estimulo.
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Figura 39 - Ensaio de linfoproliferacdo de linfécitos de animais vacinados com o mix 4 (peptideo 6,
peptideo 8 e peptideo 9) e estimulados com cada peptideo especifico.
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Gréficos de barras referentes ao teste de linfoproliferagdo de linfocitos de animais vacinados com o
mix 4 (peptideo 6, 8 e 9) estimulados com cada peptideos separadamente. ConA: Concanavalina A.
Graficos: A [andlise de CD4+ estimuladas com peptideos 6, 8, 9 (5 pg/ml)]; B [analise de CD8+
estimuladas com peptideos 6, 8, 9 (5 pg/ml)]; C [analise de CD4+ estimuladas com peptideos 6, 8, 9
(10 pg/ml)]; D [andlise de CD8+ estimuladas com peptideos 6, 8, 9 (10 pg/ml)]; E [andlise de CD4+
estimuladas com peptideos 6, 8, 9 (20 pg/ml)]; F (anélise de CD8+ estimuladas com peptideos 6, 8, 9
(20 pg/ml)]; Sem estimulo: células que nédo receberam estimulo com peptideo.
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5.8 Quantificacao de citocinas do sobrenadante de cultura (linfoproliferacao)

Apobs o término do tempo de ensaio de linfoproliferacdo, os sobrenadantes de
cultura dos pocos foram congelados a -80°C para posterior pesquisa de citocinas.
Para a quantificagdo utilizou-se o sobrenadante dos pocos controles (células néo
estimuladas) e dos pocos que receberam estimulo de 20 pg/ml de cada peptideo.

A quantificacdo das citocinas esta representada pelos graficos de barras
(figuras 40, 41, 42, 43, 44, 45 e 46). As amostras foram analisadas pelo método de
“Cytometric Bead Array” (CBA), segundo instrucdes do fabricante (BD) (descrito no
topico 4.12). Os limites minimos de deteccdo para as citocinas nos Kkits
utilizados (Th1; Th2; Th17) foram 0,1 pg/ml para IL-2; 0,03 pg/ml para IL-4; 1,4
pg/ml para IL-6; 0,5 pg/ml para IFN-y; 0,9 pg/ml para TNF-a; 0,8 pg/ml para IL-17A e
16,8 pg/ml para IL-10, os resultados obtidos foram obtidos em pg/ml.

No experimento foi observado o aumento da producao das seguintes citocinas
em relacdo aos grupos nao tratados: IFN-y (figuras 40) nas células estimuladas com
0s peptideos 1, 3, 5, 10 e 12; TNF-a (figuras 41) quando o estimulo foi realizado
com peptideos 1 e 3; IL-17A (figuras 42) nas células estimuladas pelos peptideos
1,3,7,10, 11 e 12; IL-6 nas células estimuladas com o peptideo 3 (figura 43) e ndo
foi houve diferenca significante entre os grupos testados com os peptideos e os
grupos controles (ndo estimulados) em relacdo as citocinas IL-10 (figuras 44), 1L-2
(figuras 45) e IL-4 (figuras 46).
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Figura 40 - Graficos de barras que expressam a quantificacdo de IFN-y, dosados no sobrenadante
de cultura do ensaio de linfoproliferagdo de células de linfonodos estimuladas com peptideos.
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Gréficos de barras que expressam a quantificacdo de IFN-y, dosados no sobrenadante de cultura da
linfoproliferacéo. Gréaficos: A (referente aos sobrenadantes de cultura estimulados com os peptideos
1, 2, 3 e sem estimulo); B (referente aos sobrenadantes de cultura estimulados com os peptideos 4,
5, 7 e sem estimulo); C (referente aos sobrenadantes de cultura estimulados com os peptideos 6, 8, 9
e sem estimulo); D (referente aos sobrenadantes de cultura estimulados com os peptideos 10, 11, 12
e sem estimulo). As andlises estatisticas foram feitas entre o controle e cada grupo tratado utilizando
t-test ndo pareado (**p <0.005, ****p <0.0001) e teste ANOVA (#p <0.05).
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Figura 41 - Gréficos de barras que expressam a quantificacdo de TNF-a, dosados no sobrenadante
de cultura do ensaio de linfoproliferagdo de células de linfonodos estimuladas com peptideos.
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Gréficos de barras que expressam a quantificacdo de TNF-a, dosados no sobrenadante de cultura da
linfoproliferacdo. Gréaficos: A (referente aos sobrenadantes de cultura estimulados com os peptideos
1, 2, 3 e sem estimulo); B (referente aos sobrenadantes de cultura estimulados com os peptideos 4,
5, 7 e sem estimulo); C (referente aos sobrenadantes de cultura estimulados com os peptideos 6, 8, 9
e sem estimulo); D (referente aos sobrenadantes de cultura estimulados com os peptideos 10, 11, 12
e sem estimulo). As andlises estatisticas foram feitas entre o controle e cada grupo tratado utilizando
t-test ndo pareado (**p <0.005, ****p <0.0001) e teste ANOVA (#p <0.05).
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Figura 42 - Graficos de barras que expressam a quantificacdo de IL-17A, dosados no sobrenadante
de cultura do ensaio de linfoproliferagdo de células de linfonodos estimuladas com peptideos.
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Gréficos de barras que expressam a quantificacdo de IL-17A, dosados no sobrenadante de cultura da
linfoproliferacdo. Gréaficos: A (referente aos sobrenadantes de cultura estimulados com os peptideos
1, 2, 3 e sem estimulo); B (referente aos sobrenadantes de cultura estimulados com os peptideos 4,
5, 7 e sem estimulo); C (referente aos sobrenadantes de cultura estimulados com os peptideos 6, 8, 9
e sem estimulo); D (referente aos sobrenadantes de cultura estimulados com os peptideos 10, 11, 12
e sem estimulo). As andlises estatisticas foram feitas entre o controle e cada grupo tratado utilizando
t-test ndo pareado (**p <0.005, ****p <0.0001) e teste ANOVA (#p <0.05).



90

Figura 43 - Gréficos de barras que expressam a quantificacdo de IL-6 dosados no sobrenadante de
cultura do ensaio de linfoproliferagdo de células de linfonodos estimuladas com peptideos.
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Gréficos de barras que expressam a quantificacdo de IL-6, dosados no sobrenadante de cultura da
linfoproliferacdo. Gréaficos: A (referente aos sobrenadantes de cultura estimulados com os peptideos
1, 2, 3 e sem estimulo); B (referente aos sobrenadantes de cultura estimulados com os peptideos 4,
5, 7 e sem estimulo); C (referente aos sobrenadantes de cultura estimulados com os peptideos 6, 8, 9
e sem estimulo); D (referente aos sobrenadantes de cultura estimulados com os peptideos 10, 11, 12
e sem estimulo). As andlises estatisticas foram feitas entre o controle e cada grupo tratado utilizando
t-test ndo pareado (**p <0.005, ****p <0.0001) e teste ANOVA (#p <0.05).
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Figura 44 - Gréficos de barras que expressam a quantificacdo de IL-10, dosados no sobrenadante de
cultura do ensaio de linfoproliferagdo de células de linfonodos estimuladas com peptideos.
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linfoproliferacéo. Gréaficos: A (referente aos sobrenadantes de cultura estimulados com os peptideos
1, 2, 3 e sem estimulo); B (referente aos sobrenadantes de cultura estimulados com os peptideos 4,
5, 7 e sem estimulo); C (referente aos sobrenadantes de cultura estimulados com os peptideos 6, 8, 9
e sem estimulo); D (referente aos sobrenadantes de cultura estimulados com os peptideos 10, 11, 12
e sem estimulo). As andlises estatisticas foram feitas entre o controle e cada grupo tratado utilizando
t-test ndo pareado (**p <0.005, ****p <0.0001) e teste ANOVA (#p <0.05).
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Figura 45 - Gréficos de barras que expressam a quantificacéo de IL-2, dosados no sobrenadante de
cultura do ensaio de linfoproliferagdo de células de linfonodos estimuladas com peptideos.
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Gréficos de barras que expressam a quantificacdo de IL-2, dosados no sobrenadante de cultura da
linfoproliferacdo. Gréaficos: A (referente aos sobrenadantes de cultura estimulados com os peptideos
1, 2, 3 e sem estimulo); B (referente aos sobrenadantes de cultura estimulados com os peptideos 4,
5, 7 e sem estimulo); C (referente aos sobrenadantes de cultura estimulados com os peptideos 6, 8, 9
e sem estimulo); D (referente aos sobrenadantes de cultura estimulados com os peptideos 10, 11, 12
e sem estimulo). As andlises estatisticas foram feitas entre o controle e cada grupo tratado utilizando
t-test ndo pareado (**p <0.005, ****p <0.0001) e teste ANOVA (#p <0.05).
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Figura 46 - Graficos de barras que expressam a quantificacdo de IL-4, dosados no sobrenadante de
cultura do ensaio de linfoproliferagdo de células de linfonodos estimuladas com peptideos.
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Gréficos de barras que expressam a quantificacdo de IL-4, dosados no sobrenadante de cultura da
linfoproliferacdo. Gréficos: A (referente aos sobrenadantes de cultura estimulados com os peptideos
1, 2, 3 e sem estimulo); B (referente aos sobrenadantes de cultura estimulados com os peptideos 4,
5, 7 e sem estimulo); C (referente aos sobrenadantes de cultura estimulados com os peptideos 6, 8, 9
e sem estimulo); D (referente aos sobrenadantes de cultura estimulados com os peptideos 10, 11, 12
e sem estimulo). As andlises estatisticas foram feitas entre o controle e cada grupo tratado utilizando
t-test ndo pareado (**p <0.005, ****p <0.0001) e teste ANOVA (#p <0.05).

5.9 Cinética de fagocitose e de apresentacdo de MHC de classe Il com levedura

inativada de H. capsulatum analisado por citometria de fluxo

Para realizar a analise da fagocitose de leveduras inativadas e apresentacao
de MHC de classe Il foi criado um gate de células em um grafico de tamanho (FSC-
A) por granulosidade (SSC-A), seguidor por um gate de fenotipagem (células
CD11b+); dentro das células CD11b+ foi criado um grafico CD11b por levedura
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(Pacific Blue) escolhendo as células duplo positivo (CD11b+levedura+) e foi criado
um histograma para visualizar a expressédo de MHC de classe Il (Figura 47).

Ao analisar os dados gerados pelos experimentos nao foi observado diferenca
na porcentagem total de fagocitose entre os tempos testados, contudo a
porcentagem de células apresentando moléculas de MHC-II foi maior a partir de 4
horas em relagdo ao tempo zero, assim como a intensidade média de fluorescéncia
(MFI) (partir de 4 horas), que significa maior niumero de moléculas de MHC-Il na

superficie das células analisadas (figura 48).

Figura 47 - Estratégia utilizada para analisar a cinética de fagocitose e expressao de MHC-II.
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Estratégia de andlise para fagocitose de levedura — (A) macrofagos diferenciados de medula 6ssea
foram analisados por citometria quanto a tamanho (FSC-A) e granulosidade (SSC-A); (B) Positividade
para o marcador CD11b; (C) fagocitose das leveduras (macréfagos duplo positivo para CD11b e
Pacific Blue); (D) expressédo de MHC de classe Il dos macré6fagos CD11b+ Pacific Blue+.
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Figura 48 — Cinética de fagocitose de leveduras inativada e apresentacdo de MHC de classe Il por
macréfagos diferenciados de medula 6ssea.
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Cinética de fagocitose de leveduras inativadas (H. capsulatum) e apresentacdo de MHC-II por
macrofagos diferenciados de medula éssea — (A) % de fagocitose em relagédo ao tempo; (B) % de
células MHC lI+; (C) Mediana de intensidade de fluorescéncia em relacdo ao tempo. As andlises
estatisticas foram feitas entre os tempos testados, utilizando t-test ndo pareado, onde *p<0,05,
**p<0,05.

5.10 Cinética de fagocitose com levedura inativada de H. capsulatum analisado

por microscopia de fluorescéncia

Para comparar o indice fagocitico com a metodologia de citometria de fluxo,
foi realizada uma cinética de fagocitose, em tempos de 1, 2, 4, e 6 horas, para
determinar o indice.

A cinética fagocitose foi avaliada pelo método de microscopia de
fluorescéncia. Os macréfagos diferenciados de medula 6ssea de camundongos
C57BL/6 foram adicionados em placas de 24 pocos em um volume final de 500 pL,
as quais foram ativadas com IFN-y (156 U/mL) durante 12 horas em estufa a 37°C e

5% CO,. Apos o tempo de ativacdo as leveduras, previamente marcadas com FITC
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(Sigma) e inativadas por temperatura (60 °C por 60 min), foram adicionadas aos
macréfagos, na propor¢ao de 3:1.

Apés os tempos de fagocitose, foi realizada a contagem das células
fagociticas e ndo fagociticas das triplicatas de cada tempo e calculado o indice
fagocitico, com a média dos trés pocos. Para os tempos de 1, 2, 4 e 6 horas 0s
indices fagocitico foram respectivamente 40,12%, 80,10%, 91,10% e 96,78% (figura
49). As figuras abaixo exemplificam os campos analisados (Figura 50, 51, 52, 53 e
55).

Figura 49 — Cinética de fagocitose de leveduras inativada analisado por microscopia de
fluorescéncia.
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Gréafico em barras expressa a porcentagem de fagocitose nos tempos de 1, 2, 4, e 6 horas. As
andlises estatisticas foram feitas entre os controles e cada grupo tratado, utilizando t-test néo
pareado, onde **p <0.005, ***p <0.0005.
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Figura 50 — Cultura de macréfagos apds 7 dias de diferenciagéao.

Figura demonstrando cultura de macrofagos diferenciados de medula éssea, incubado a 37°C e 5%
CO, sem a adicao de leveduras, ap6s 6 horas de incubacao (controle).

Figura 51 — Cultura de macréfagos apés 1 hora de incubacgao com leveduras (1:3).

Figura demonstrando cultura de macrofagos, incubado a 37°C e 5% CO, ap6és 1 hora de incubagédo
com leveduras.
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Figura 52 — Cultura de macréfagos apdés 2 horas de incubagéo com leveduras (1:3).

Figura demonstrando cultura de macréfagos, incubado a 37°C e 5% CO, ap6s 2 horas de incubacgéo
com leveduras.

Figura 53 — Cultura de macréfagos apés 4 horas de incubacdo com leveduras (1:3).

200 m

Figura demonstrando cultura de macréfagos, incubado a 37°C e 5% CO, ap6s 4 horas de incubacgéo
com leveduras.
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Figura 54 — Cultura de macréfagos apés 6 horas de incubacdo com leveduras (1:3).
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Figura demonstrando cultura de macréfagos, incubado a 37°C e 5% CO, apdés 6 horas de incubagéo
com leveduras.

Figura 55 — Cultura de macréfagos apés 6 horas de incubagdo com leveduras (1:3).
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Figura demonstrando cultura de macréfagos, incubado a 37°C e 5% CO, ap6s 6 horas de incubagéo
com leveduras.
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5.11 Ensaios in vivo

Foram realizados ensaios in vivo (imunizagéo profilatica), dos quais, os dois
primeiros tiveram o intuito de testar os peptideos ja sintetizados para verificar a
capacidade de gerar protecdo em animais frente a infec¢do intratraqueal com
indculo subletal de H. capsulatum (1x10° leveduras). Apds os dois primeiros ensaios
experimentais de triagem, os peptideos com melhor desempenho (peptideos 6, 8 e
9) foram escolhidos para continuidade dos testes em animais.

Os peptideos 1, 10 e 12 também foram avaliados em ensaios experimentais
in vivo devido ao perfil de citocinas apresentados nos sobrenadantes de cultura de
células de linfonodo estimuladas com eles (estimulo especifico com cada peptideo
em animais imunizados com o peptideo correspondente) (dois ensaios testes).

Todos o0s ensaios experimentais in vivo (profilaticos) testado foram

executados conforme item 4.11.5 e figura 13 e 14.

5.11.1 Ensaio in vivo 1 (peptideos 1, 2, 3, 8, € 9)

Neste primeiro experimento os animais foram imunizados por via subcutanea
com 20 ug do peptideo, com adjuvante completo e incompleto de Freund. A mistura
(40 pl) foi inoculada em cada animal em uma das patas traseiras (coxim plantar) por
via subcutanea (primeira dose) com adjuvante completo de Freund (CFA) e duas
doses posteriores via subcutanea na base da calda, utilizando adjuvante incompleto
de Freund (IFA). As imunizacdes tiveram um intervalo de 7 dias entre cada dose;
apos 7 dias da ultima imunizacdo as infec¢cdes foram realizadas e os sacrificios
executados apds o mesmo periodo. Os camundongos controles foram injetados
somente com PBS ou adjuvante sem o peptideo (item 4.11.5) (figura 13).

Foram testados 8 grupos de animais (n=5) [grupos testes (todos com
CFA/IFA): imunizado com peptideo 1; imunizado com peptideo 2; imunizado com
peptideo 3; imunizado com peptideo 8; imunizado com peptideo 9 e grupos
controles: néo tratado; tratado com adjuvante + PBS 1x e sham)].

Neste foi observada a diminuicdo de CFU nos pulmdes dos grupos vacinados
com os peptideos 1, 3, 8 e 9, contudo sem diferenca estatistica significante (ANOVA

e t-test) quando comparados com o controle nao tratado (figura 56).
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Figura 56 - Gréficos de barras que expressam a carga fungica em pulméo (A) e baco (B) dos animais

avaliados no ensaio 1.
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Gréficos de barras que expressam a carga fungica em pulmé&o (A) e Baco (B) dos animais avaliados
no modelo 1. Nao tratado (animais apenas infectados); P1 (animais tratados com peptideo 1
associado com CFA/IFA); P2 (animais tratados com peptideo 2 associado com CFA/IFA); P3 (animais
tratados com peptideo 3 associado com CFA/IFA); P8 (animais tratados com peptideo 8 associado
com CFA/IFA); P9 (animais tratados com peptideo 9 associado com CFA/IFA). As analises
estatisticas foram feitas entre o controle e cada grupo tratado, utilizando t-test ndo pareado e ANOVA
(p <0.05).

5.11.2 Ensaio in vivo 2 (peptideos 4, 5,6, 7,8 e 9)

O experimento realizado conforme descrito no item 4.11.5 e figura 13.

Foram testados 9 grupos de animais (n=5) [grupos testes (todos com
CFA/IFA): imunizado com peptideo 4; imunizado com peptideo 5; imunizado com
peptideo 6; imunizado com peptideo 7; imunizado com peptideo 8; imunizado com
peptideo 9 e grupos controles: nao tratado; tratado com adjuvante + PBS 1x e
sham].

Neste ensaio foi observada a diminuicdo da carga fungica nos pulmdes de
todos os grupos tratados com os peptideos em relagdo ao grupo nao tratado (figura

57), com excec¢do do peptideo 7.
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Figura 57 - Gréficos de barras que expressam a carga fungica em pulméo (A) e baco (B) dos animais
avaliados no ensaio 2.
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Gréficos de barras que expressam a carga fungica em pulmé&o (A) e Baco (B) dos animais avaliados
no modelo 2. Ndo tratado (animais apenas infectados); P4 (animais tratados com com o peptideo 4
associado com CFA/IFA); P5 (animais tratados com peptideo 5 associado com CFA/IFA); P6 (animais
tratados com peptideo 6 associado com CFA/IFA); P7 (animais tratados com peptideo 7 associado
com CFA/IFA); P8 (animais tratados com peptideo 8 associado com CFA/IFA); P9 (animais tratados
com peptideo 9 associado com CFA/IFA). As andlises estatisticas foram feitas entre o controle e cada
grupo tratado, utilizando t-test ndo pareado (*p <0.05, **p <0.005) e ANOVA (#p < 0.05).

5.11.3 Ensaio in vivo 3 (peptideos 6, 8 e 9)

Experimento realizado conforme descrito no item 4.11.5 e figura 13.

Foram testados 6 grupos de animais (n=6) [grupos testes (todos com
CFA/IFA): imunizado com peptideo 6; imunizado com peptideo 8; imunizado com
peptideo 9 e grupos controles: ndo tratado; tratado com adjuvante + PBS 1x e
sham)].

No ensaio foi observado a diminui¢do da carga fangica no pulmao apenas dos
animais tratados com o peptideo 6 quando comparados aos grupos controles (grupo
nao tratado e grupo tratado com adjuvante) (figura 58).
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Figura 58 - Gréficos de barras que expressam a carga flngica em pulmao (A), baco (B) e figado (C)
dos animais avaliados no ensaio 3.
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Gréficos de barras que expressam a carga fungica em pulméo (A), Bacgo (B) e Figado (C) dos animais
avaliados no modelo 3. Adjuvante [Adjuvante Completo de Freund (primeira imunizacdo) e Adjuvante
Incompleto de Freund (segunda e terceira imunizagéo)]; N&o tratado (animais apenas infectados); P6
(animais tratados com peptideo 6 associado com CFA/IFA); P8 (animais tratados com peptideo 8
associado com CFA/IFA); P9 (animais tratados com peptideo 9 associado com CFA/IFA). As analises
estatisticas foram feitas entre o controle ndo tratado e cada grupo teste, utilizando t-test ndo pareado
(*p < 0.05, **p < 0.005, **p < 0.0005 e ****p < 0.0001) e e ANOVA (#p < 0.05) e entre 0s grupos
testes e o controle tratado com adjuvante, utilizando t-test (+p < 0,05); ANOVA (+p < 0.05).

5.11.4 Ensaio in vivo 4 (peptideos 6, 8 e 9)

Experimento realizado conforme descrito no item 4.11.5 e figura 13.

Foram testados 6 grupos de animais (n=6) [grupos testes (todos com
CFA/IFA): imunizado com peptideo 6; imunizado com peptideo 8; imunizado com
peptideo 9 e grupos controles: nao tratado; tratado com adjuvante + PBS 1x e

sham)].
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No ensaio foi observado a diminuicdo da carga fungica no pulmdo dos
animais tratados com o peptideo 6, peptideo 8 e peptideo 9 quando comparados aos
grupos controles (grupo néo tratado e grupo tratado com adjuvante) e diminuicdo de
UFC nos bacos de animais tratados com peptideo 6 e peptideo 9 quando

comparados ao grupo néo tratado (figura 59).

Figura 59 - Graficos de barras que expressam a carga fungica em pulméao (A), baco (B) e figado (C)
dos animais avaliados no ensaio 4.
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Gréficos de barras que expressam a carga fungica em pulmé&o (A), Baco (B) e Figado (C) dos animais
avaliados no modelo 4. Adjuvante [Adjuvante Completo de Freund (primeira imunizacao) e Adjuvante
Incompleto de Freund (segunda e terceira imunizacdo)]; N&o tratado (animais apenas infectados); P6
(animais tratados com peptideo 6 associado com CFA/IFA); P8 (animais tratados com peptideo 8
associado com CFA/IFA); P9 (animais tratados com peptideo 9 associado com CFA/IFA). As analises
estatisticas foram feitas entre o controle néo tratado e cada grupo teste, utilizando t-test ndo pareado
(*p < 0.05, **p < 0.005, **p < 0.0005 e ****p < 0.0001) e e ANOVA (#p < 0.05) e entre 0s grupos
testes e o controle tratado com adjuvante, utilizando t-test (+p < 0,05); ANOVA (+p < 0.05).

5.11.5 Ensaio in vivo 5 (Peptideo 6 + adjuvante MPLA)

Experimento realizado conforme descrito no item 4.11.5 e figura 13.
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Foram testados 4 grupos de animais (n=6) (grupos teste: imunizado com
peptideo 6 associado com MPLA e grupos controles: ndo tratado; tratado com

adjuvante + PBS 1x e sham).
N&o foi observado diferenca de UFC nos pulmdes do grupo tratado quando

comparado com grupos controles (figura 60).

Figura 60 - Graficos de barras que expressam a carga fungica em pulméao (A), baco (B) e figado (C)
dos animais avaliados no ensaio 5.
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Gréficos de barras que expressam a carga fungica em pulmé&o (A), Baco (B) e Figado (C) dos animais
avaliados no modelo 5. MPLA+PBS [Adjuvante MPLA + PBS 1x)]; Nado tratado (animais apenas
infectados); P6+MPLA (animais tratados com peptideo 6 associado com MPLA). As analises
estatisticas foram feitas entre os controles e cada grupo tratado, utilizando t-test ndo pareado (*p
<0.05, **p <0.005, ***p <0.0005 e ****p <0.0001) e ANOVA (#p < 0.05).

5.11.6 Ensaio in vivo 6 (peptideo 6 + Adjuvante MPLA)

Experimento foi realizado conforme o descrito no item 4.11.5 e figura 13.
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Foram testados quatro grupos de animais (n=6) (grupos teste: imunizado
com peptideo 6 associado com MPLA e grupos controles: ndo tratado; tratado com

adjuvante + PBS 1x e sham).
N&o foi observado diferenca de UFC nos pulmdes do grupo tratado quando

comparado com grupos controle tratado com adjuvante (figura 61).

Figura 61 - Graficos de barras que expressam a carga fungica em pulméao (A), baco (B) e figado (C)
dos animais avaliados no ensaio 6.
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Gréficos de barras que expressam a carga fungica em pulméo (A), Baco (B) e Figado (C) dos animais
avaliados no modelo 6. MPLA+PBS [Adjuvante MPLA + PBS 1x)]; Nao tratado (animais apenas
infectados); P6+MPLA (animais tratados com peptideo 6 associado com MPLA). As analises
estatisticas foram feitas entre os controles e cada grupo tratado, utilizando t-test ndo pareado (*p
<0.05, **p <0.005, ***p <0.0005 e ****p <0.0001) e ANOVA (#p < 0.05).

5.11.7 Ensaio in vivo 7 (peptideos 1, 10 e 12)

Experimento foi realizado conforme o descrito no item 4.11.5 e figura 13.
Foram testados 6 grupos de animais (n=6) [grupos testes (todos com

CFA/IFA): imunizado com peptideo 1; imunizado com peptideo 10; imunizado com
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peptideo 12 e grupos controles: ndo tratado; tratado com adjuvante + PBS 1x e
sham)].

No ensaio foi observado a diminuicdo da carga fungica no pulm&o dos
animais tratados com o peptideo 1, peptideo 10 e peptideo 12 quando comparados
aos grupos controles (grupo nédo tratado e grupo tratado com adjuvante) e
diminuicdo de UFC nos figados de animais dos grupos testes quando comparados

ao grupo néo tratado (figura 62).

Figura 62 - Gréficos de barras que expressam a carga flngica em pulmao (A), baco (B) e figado (C)
dos animais avaliados no ensaio 7.
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Gréficos de barras que expressam a carga fungica em pulméo (A), Bacgo (B) e Figado (C) dos animais
avaliados no modelo 4. Adjuvante [Adjuvante Completo de Freund (primeira imunizacdo) e Adjuvante
Incompleto de Freund (segunda e terceira imuniza¢ao)]; N&o tratado (animais apenas infectados); P1
(animais tratados com peptideo 1); P10 (animais tratados com peptideo 10); P12 (animais tratados
com peptideo 12). As analises estatisticas foram feitas entre o controle ndo tratado e cada grupo
teste, utilizando t-test ndo pareado (*p < 0.05, **p < 0.005, ***p < 0.0005 e ****p < 0.0001) e e ANOVA
(#p < 0.05) e entre os grupos testes e o controle tratado com adjuvante, utilizando t-test (+p < 0,05);
ANOVA (+p < 0.05).
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5.11.8 Ensaio in vivo 8 (peptideos 1, 10 e 12)

Experimento foi realizado conforme o descrito no item 4.11.5 e figura 13.

Foram testados 6 grupos de animais (n=6) [grupos testes (todos com
CFA/IFA): imunizado com peptideo 1; imunizado com peptideo 10; imunizado com
peptideo 12 e grupos controles: ndo tratado; tratado com adjuvante + PBS 1x e
sham)].

No ensaio foi observado a diminuicdo da carga fungica no pulm&o dos
animais tratados com o peptideo 10 e peptideo 12 quando comparados grupos

controles (figura 63).

Figura 63 - Gréficos de barras que expressam a carga fungica em pulméao (A), baco (B) e figado (C)
dos animais avaliados no ensaio 8.
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Gréficos de barras que expressam a carga fungica em pulméo (A), Baco (B) e Figado (C) dos animais
avaliados no modelo 4. Adjuvante [Adjuvante Completo de Freund (primeira imunizacdo) e Adjuvante
Incompleto de Freund (segunda e terceira imunizacdo)]; N&o tratado (animais apenas infectados); P1
(animais tratados com peptideo 6); P10 (animais tratados com peptideo 8); P12 (animais tratados
com peptideo 9). As andlises estatisticas foram feitas entre o controle néo tratado e cada grupo teste,
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utilizando t-test nao pareado (*p < 0.05, **p < 0.005) e e ANOVA (#p < 0.05) e entre os grupos testes
e o controle tratado com adjuvante, utilizando t-test (+p < 0,05); ANOVA (+p < 0.05).

5.11.9 Quantificacao de citocinas do macerado de pulmbes

A quantificacdo das citocinas estd representada pelos graficos de barras
(figuras 64 e 65). As amostras foram analisadas pelo método de CBA, segundo
instrucdes do fabricante (BD) (descrito no item 4.12). Os limites minimos de
deteccdo para as citocinas nos Kkits utilizados (Thl1; Th2; Th17) foram 0,1 pg/mi
para IL-2; 0,03 pg/ml para IL-4; 1,4 pg/ml para IL-6; 0,5 pg/ml para IFN-y; 0,9 pg/ml
para TNF-a; 0,8 pg/ml para IL-17A e 16,8 pg/ml para IL-10, os resultados obtidos
foram obtidos em pg/ml.

Neste experimento foram avaliados os macerados de pulmdo de animais
tratados com peptideos 6, 8 e 9 (resultados representativos de trés experimentos
com sacrificio apés 7 dias de infeccdo) e os grupos controles (néo tratado,
tratado com adjuvante + PBS 1x) (resultados representativos de trés
experimentos com sacrificio apds 7 dias de infeccdo e um experimento com
sacrificio ap6s 48 horas de infecgcdo). Apds analisarmos a quantificacdo de
citocinas, ndo foi observada diferenca estatistica entre os grupos tratados com
peptideos e os controles (grupo nao tratado e tratado com adjuvante) no momento
do sacrificio (apés 7 dias) (figura 64). Nos grupos sacrificados apds 48 horas de
infeccdo houve aumento de IFN-y no grupo tratado com peptideo 8 e IL-17A nos
grupos tratados com peptideo 6 e 9 quando comparados ao grupo controle nédo
tratado, entretanto sem diferenca estatistica em relacdo ao grupo tratado com
adjuvante (figura 65).

Nos ensaios experimentais onde os peptideos 1, 10 e 12 foram testados, foi
observado aumento de IFN-y e IL-17 no grupo tratado com o peptideo 12, TNF-a e
IL-6 nos grupos tratados com peptideos 10 e 12, quando comparados aos grupos

controles (nédo tratado e tratado com adjuvante) (figura 66).
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Figura 64 - Gréficos de barras que expressam a quantificacdo de citocinas no macerado de pulmao
de animais sacrificados apés 7 dias de infeccéo (peptideos 6, 8 e 9).
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Gréficos de barras que expressam a quantificacdo de citocinas no macerado de pulméo de animais
sacrificados ap6s 7 dias de infeccdo. Graficos: A (concentragdo de IFN- y); B (concentragdo de TNF-
a); C (concentracao de IL-17A); D (concentracdo de IL-2); E (concentracdo de IL-6); F (concentracao
de IL-10); G (concentracao de IL-4); Nao tratado (animais apenas infectados); P6 (animais tratados
com peptideo 6); P8 (animais tratados com peptideo 8); P9 (animais tratados com peptideo 9). As
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analises estatisticas foram realizadas entre os controles e cada grupo tratado, utilizando t-test ndo
pareado (*p <0.05) e ANOVA (#p < 0.05).

Figura 65 - Graficos de barras que expressam a quantificacéo de citocinas no macerado de pulméo

de animais sacrificados apos 48 horas de infeccdo (peptideos 6, 8 € 9).
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Gréficos de barras que expressam a quantificacdo de citocinas no macerado de pulm&o de animais
sacrificados ap6s 48 horas de infeccdo. Gréficos: A (concentracdo de IFN- y); B (concentracdo de
TNF-a); C (concentracdo de IL-17A); D (concentracdo de IL-2); E (concentracdo de IL-6); F
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(concentracdo de IL-10); G (concentracdo de IL-4); Nao tratado (animais apenas infectados); P6
(animais tratados com peptideo 6); P8 (animais tratados com peptideo 8); P9 (animais tratados com
peptideo 9). As andlises estatisticas foram realizadas entre os controles e cada grupo tratado,
utilizando t-test ndo pareado (*p <0.05) e ANOVA (#p < 0.05).

Figura 66 - Graficos de barras que expressam a quantificacéo de citocinas no macerado de pulméo
de animais sacrificados ap0ds 7 dias de infec¢éo (peptideos 1, 10 e 12).
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Gréficos de barras que expressam a quantificagdo de citocinas no macerado de pulméo de animais
sacrificados ap6s 7 dias de infeccdo. Graficos: A (concentracdo de IFN- y); B (concentragéo de TNF-
a); C (concentracdo de IL-17A); D (concentragdo de IL-2); E (concentragdo de IL-6); F (concentracdo
de IL-10); G (concentracao de IL-4); Nao tratado (animais apenas infectados); P1 (animais tratados
com peptideo 1); P10 (animais tratados com peptideo 10); P12 (animais tratados com peptideo 12).
As analises estatisticas foram feitas entre o controle ndo tratado e cada grupo teste, utilizando t-test
ndo pareado (*p < 0.05, **p < 0.005, ***p < 0.0005 e ****p < 0.0001) e e ANOVA (#p < 0.05) e entre 0s
grupos testes e o controle tratado com adjuvante, utilizando t-test (+p < 0,05); ANOVA (+p < 0.05).

5.12 Identificacdo dos peptideos acoplados a MHC de classe Il por

espectrometria de massa

Foram identificados por espectrometria de massa 9 peptideos purificados de
MHC de classe Il de macréfagos diferenciados de medula 6ssea de camundongos
C57BL/6, apds fagocitose (4 horas) de leveduras de H. capsulatum (G217B)
inativadas por calor. As sequéncias dos peptideos e a identificacdo das proteinas,

das quais os peptideos foram provenientes, estdo na tabela abaixo (figura 67).

Figura 67 — Sequéncia de peptideos purificados de macréfagos diferenciados de medula éssea de
camundongos C57BL/6, apoOs fagocitose de leveduras inativadas de H. capsulatum (G217-B)
inativadas por calor, identificados por espectrometria de massa.

Sequéncia . Numero de
. Proteina
peptideo Acesso
CONUX5_AJECG Uncharacterized protein -

DPLQLLDELIASGR Ajellomyces capsulatus (strain G186AR/ H82) CONUX5

LLVSLGAINENDSRL ABR6S3_AJECN Uncharacterized protein - AGR6S3
R Ajellomyces capsulatus (strain NAm1 / WU24)

C6H592_AJECH Lipase/serine esterase -
NLEMEQTEIATESQR Ajellomyces capsulatus (strain H143) C6H592
ABRFPO_AJECN Uncharacterized protein -

LLSRIKDGLDPLR Ajellomyces capsulatus (strain NAm1 / WU24) AGRFPO

QEEMRNRSATADGS AB6RG97_AJECN Uncharacterized protein - AG6RGO7
QR Ajellomyces capsulatus (strain NAm1 / WU24)

NSSSNIVQFQYGDD C6HPI8_AJECH DNA-directed RNA polymerase C6HPIS
K subunit - Ajellomyces capsulatus (strain H143)

CONUAG6_AJECG L-isoaspartate O-
MASQLSA'\’/LII(SSRMKS methyltransferase - Ajellomyces capsulatus (strain CONUAG
G186AR/ H82)
MSGITVATLPRMSR FOUF_297_AJEC8 Uncharacterlzgd protein - FOUR97
Ajellomyces capsulatus (strain H88)
MAPTASSSNQATKK FOUBQ8_AJECS8 C2H2 finger domain-containing FOUBQS

protein - Ajellomyces capsulatus (strain H88)

Tabela com sequéncia de peptideos purificados de macréfagos diferenciados de medula 6ssea de
camundongos C57BL/6, apos fagocitose de leveduras de H. capsulatum (G217-B) inativadas por
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calor, identificados por espectrometria de massa e nimero de acesso (banco de dados do UniProt)
das sequéncias de proteinas relacionadas a esses peptideos.

Com a identificacdo das proteinas, das quais os peptideos (identificados por
espectrometria de massa) foram provenientes, foi realizada predicdo in silico pelo
método Consenso (IEDB) para verificar se esses peptideos apresentariam rank (%)
abaixo de 10, ou seja, capacidade de ligar-se ao MHC de classe Il (bons ligantes),
desta maneira, comparando a metodologia computacional (parametros de ligagao
definidos por algoritmos) e a metodologia in vitro (peptideos isolados diretamente do
MHC de classe II) (figura 68). Devido a limitacdo dos programas de predicdo, 0s
quais geram sequéncias de peptideos de 15 aminoacidos apenas, foi necessario
adicionar (destaque em vermelho) ou retirar (destaque em negrito) aminoacidos
(respeitando a sequéncia da proteina) para ser possivel a comparacdo dos dois
métodos de predicdo, visto que a identificacdo in vitro pode gerar peptideos ligantes
ao MHC de classe Il com tamanhos variaveis (13 a 25 aminoacidos).

Foi observado que apenas uma sequéncia (MSGITVATLPRMSRE)

identificada por espectrometria de massa apresentou rank (%) abaixo de 10.

Figura 68 — Avaliacdo das sequéncias dos peptideos identificados por espectrometria de massa em
relacdo a capacidade de ligacdo a MHC de classe Il (camundongos C57BL/6) por predi¢éo in silico
(IEDB, método Consenso).

Consenso SMM NN

Proteina Alelo Peptideo rank (%) rank  rank

R (OB )

CONUXS.—AJECG . H2-1Ab DPLQLLDELIASGRA 75.94 70.21 81.66
Uncharacterized protein

A6R6S3TAJECN . H2-1Ab LLVSLGAINENDSRLR 47.91 46.89 48.92
Uncharacterized protein

COHS92_AJECH Lipasefserine ., |\, NLEMEQTEIATESOR 6360  57.69 69.52

esterase
ABRFPO_AJECN H2-1Ab LLSRIKDGLDPLRNK 55.30 46.82 63.77

Uncharacterized protein
ABRG97_AJECN
Uncharacterized protein
C6HPI8_AJECH DNA-directed

H2-lab QEEMRNRSATADGSQR 33.33 31.30 35.36

RNA polymerase subunit H2-IAb  NSSSNIVQFQYGDDK 86.03 75.97 96.09

CONUAG6_AJECG L-isoaspartate H2-1AD MASQLSMLSSRMKSAA 3225 3745 2704
O-methyltransferase K

FOURg?—AJE;it:i?fharaaer'zed H2-lAb  MSGITVATLPRMSRE 9.60 1423 4.96

FOUBQ8_AJECS8 C2H2 finger

; . . H2-1Ab MAPTASSSNQATKKS 15.50 11.73 19.26
domain-containing protein

Tabela demostrando resultado [rank (%)] da predicdo in silico pelo método Consenso. A predicao
realizada no banco de dados do IEDB resulta em sequéncias de 15 aminoacidos por peptideo, desta
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maneira peptideos, em destaque [vermelho (aminoacidos adicionados) e negrito (aminoacidos
excluidos)], foram adicionados ou retirados para ser possivel a comparagdo com as sequéncias
identificadas por espectrometria de massa. Proteina — cédigo de acesso a sequéncia FASTA no
UniProt e nome de depésito da proteina; Alelo — predicdo alelo especifica para MHC-II de
camundongos C57BL/6; peptideo — sequéncia do peptideo avaliada pela predigdo; Consenso rank
(%) — resultado da predicdo pelo método Consenso; SMM rank (%) — resultado da predicdo pelo
método SMM-align; NN rank (%) — resultado da predi¢cao pelo método NN-align.

Abaixo estdo apresentados e localizados os peptideos (destaque em cinza)
nas sequéncias das proteinas correspondentes (formato FASTA); dados obtidos do
banco de dados do UniProt pelo codigo de acesso das proteinas gerado pela

identificacdo e sequenciamento dos peptideos por espectrometria de massa.

Acesso - CONUX5 (sequéncia do peptideo identificado — DPLQLLDELIASGR)

UniProtKB CONUX5 (CONUX5_AJECG)

Nome de submisséo: Uncharacterized protein

Gene: HCBG_06739

Organismo: Ajellomyces capsulatus (strain G186AR / H82 / ATCC MYA-2454 | RMSCC 2432)
(Darling's disease fungus) (Histoplasma capsulatum)

>tr| CONUX5|CONUX5_AJECG Uncharacterized protein OS=Ajellomyces capsulatus (strain G186AR /
H82 / ATCC MYA-2454 | RMSCC 2432) OX=447093 GN=HCBG_06739 PE=4 SV=1

MEATRVHCLRSLSKQCPQFGRSTQESRRLLSFLHGHESSKPLARSTQSSTPNRHPNNPDNRLSASS

KDTDKHLSSILDHPLFRIVPAKPLPQRDHNGNQAQNVPNAGKKLAKDPLQLLDELIASGRADHNTLYR
CLREYGPPSIPSKLPNVEASSVGSRIVAWYSAADFESRMLFFGSRPTMGIAMPYMVVDRLQNTVIKW

VKMVYTAPSSDGLANSLLPTQRLCLINLLREFVTAEIKYGHGIQSALRYYIRVCEILPPGDKFSGSKQ

Acesso - ABR6S3 (sequéncia do peptideo identificado — LLVSLGAINENDSRLR)

UniProtkKB - A6R6S3 (A6R6S3_AJECN)

Nome de submisséo: Uncharacterized protein

Gene: HCAG_05331

Organismo: Ajellomyces capsulatus (strain NAm1 / WU24) (Darling's disease fungus) (Histoplasma
capsulatum)

>tr|A6R6S3|A6R6S3_AJECN Uncharacterized protein OS=Ajellomyces capsulatus (strain NAm1 /
WU24) 0X=339724 GN=HCAG_05331 PE=4 SV=1

MKYGDIKFCEIRADMCIEGYPDRNTPTILAYKDGDIKRQLVTLKELRGPKTTLDDLEKLLVSLGAINEND
SRLRQGPTPKPVDSDDEYLDDWD
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Acesso - C6H592 (sequéncia do peptideo identificado — NLEMEQTEIATESQR)

UniProtkKB - C6H592 (C6H592_AJECH)

Nome de submisséo: Lipase/serine esterase

Gene: HCDG_00413

Organismo: Ajellomyces capsulatus (strain H143) (Darling's disease fungus) (Histoplasma
capsulatum)

>tr|C6H592|C6H592 AJECH Lipase/serine esterase OS=Ajellomyces capsulatus (strain H143)
0X=544712 GN=HCDG_00413 PE=4 SV=1

MSTLSQGLVDIEHVSHNTSTNSLTYIPTGQEKHGSGKIQAVIQEDRIVAVVPCPEDSRLTSYIWLEASD
PPPPAGLPDKQKQPEYPYVLKRFEAAGECPASLREFIGSPQSHLYPAKLSASSSTNPADRNNLHIIST
LSGTHQATLFYTTLLKPLLATLHLHEHQDYCTHVTSSADTITHLTQTIFRPRAQRGIAQTIILLAGDGGLV
EIIQGLTAVRAADDFVSPVVALVPMGTGNATAHSAGIVSGRDATMGLRGLVYSGVAKRLPMFAARTSR
GAEPLDGRLWFVHFGPLKSEAVMEVMQLAYDEGRHVVDMRDVVGYEEVEAVRIEFCEGETEERWR
RICIDGMILVVQDGQQLSQGNLAGETIGTEIRSGGRDRFLSGQQLQRKKQWAESGERKTVCKGGETA
EKRRRRSDCAYLTTTLRPTPSFSNARPDKCTPAQPSSLKRSVRFAKLSMLVTPRLYRLAQIPDNGSRA
PFSYHPSFNTLTGWDVEPAEYERAAEMLLVHQVGSVRVGEVVRFTLTYTPFADRILPTPTELFVKVRN
TSAIPLRAAYLHGPYTLYTSCYPASFDPNRKYEDHETRGLPQFEPNLKAGGAFDSVIPVPEDVQSSTS
AADQQSITWIIEIASQVIFSTTAAVNFEVLVGRDLKSLELGIGNSTSLPVPGHVRELARRNSKSKHKNPP
GPMKGVYSTAVKLVIDDTASLWSTPRFPSWSEKEDLRNLEMEQTEIATESQRDSEANSAGEAENRKK
RRKVHFVVLTHGLHSNIGADMLYLKESIDAASRKAREDARNERNKAKNSHPSQPAVPTQDVSDTPSV
DRQHTASEEDDDDDEHVIVRGFPGNVVRTERGIQYLGKRLAKYVLLMTYPDQPYLPLKESRSKFRAF
AGNKDSTGSSGRASHSGSAIYRHEPKKSDYGYQITSISFIGHSLGGLVQTYAIAYIQKHSPEFFDCIKPI
NFVALASPFLGLSNENPIYKFRNRTVYSNVVNDGIVPLRTSCLLFLDWRGLDRVEKARRESGWVGTM
AEWGWAEITGANVNTNSIRSTKRPTNSVPTNSANDDTRTIRRSQTVGNNELAETPWTDGPSRSPCAE
PARGDSFHQEDGHHAPPKTTILEAAGDVLKPPLPSTEYILDPSTRARTIFHDRVYHPSDIPPPPPKKNR
SFFPTSSTSSLPSPTETAKSIDNQSNNSLIQTTSDSVLGTTSGMKVEEKIARAYHRDLSWRKVLVRLEP
DAHNNIIVRRMFANAYGWPVVKHLVDTHFANTTAAKTADEFESGAERAMPTSRSPSESGKEVIGQVD
PPGKSSTLTIQQPKPENQHPPESSETMDALRALLSPATPNRILPYAKTDITNSIDPHQPTMSVSRMSSS
QSKTSHADSSRWTDRYFDDEDGEGYDSQDEAHFAGSGIPEDCEVYRTAASARGVGNGRIGG

Acesso - ABRFPO (sequéncia do peptideo identificado — LLSRIKDGLDPLR)

UniProtkKB - A6RFPO (A6RFPO_AJECN)

Nome de submisséo: Uncharacterized protein

Gene: HCAG_08456

Organismo: Ajellomyces capsulatus (strain NAm1 / WU24) (Darling's disease fungus) (Histoplasma
capsulatum)

>trlA6RFPOJA6RFPO_AJECN Uncharacterized protein OS=Ajellomyces capsulatus (strain NAm1 /
WU24) OX=339724 GN=HCAG_08456 PE=3 Sv=1

MGLSHVKLPGRLSRSSATSQRESPAMPPSGIQTPHKDDIEETWAYLEKGVERVMTQLEGGIDMLTYM
GVYTAVHDFCTSQKAISSPGSPASHGSHRGAHLLGEELYNLLGIYLSRHLNDVYETSLNHSDEALLAF
YIREWTRYTTAAQYINHLFKYLNRHWVKREVDEGKKDIYDVYTLHLVKWKEDFFKKVQKSVMDAVLKL
VEKQRNGETIEQSQIKNIVDSFVSLGLDENDSTKSTLVVYQFYFEKPFIEATKVYYENESKRFVAENSYV
VEYMKKAESRIDEERARIDLYLHPDITKNLTETCLEVLVASHSPLLRDEFQALLDTERQEDLARMYRLL
SRIKDGLDPLRNKFETHVRKAGLAAVEKVVPNGDAVEPKVYIDALLQIMTVFKYIEDKDVFQKFYSRML
AKRLVHVSSVSDDAETSMISKLKEACGFEYTNKLQRMFQDIQISKDLNASYRDWQEKVLDDEDRKKLL
DPHFQILGTGFWPLTPPTTQFIPPQEIVKTTERFKNFYFDKHSGRKLTWLWNLCKGEIRANYIKNTKVP
YTFQVSTYQMGILLLFNESDTLSLSDIEKGTALAPEVTEPNLGILVKAKVVIPSPEDGKPCPGTSYALNY
NFKAKKIKINLNISVKSEQKHETDDTHKTIDEDRKLLLQSAIVRIMKSRKKLKHVQLVQEVIQQVKARFPP
KVPDIKKNIEALMEKEYIERLDGDDLAYIA
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Acesso - A6BRG97 (sequéncia do peptideo identificado — QEEMRNRSATADGSQR)

UniProtkKB - A6RG97 (A6RG97_AJECN)

Nome de submissé&o: Uncharacterized protein

Gene: HCAG_08663

Organismo: Ajellomyces capsulatus (strain NAm1 / WU24) (Darling's disease fungus) (Histoplasma
capsulatum)

>trlA6RG97|A6RG97_AJECN Uncharacterized protein OS=Ajellomyces capsulatus (strain NAm1 /
WU24) OX=339724 GN=HCAG_08663 PE=4 SV=1

MHRMKSLVHREPREPKKSESSIERERSTRKSNAVLAGQGSHLADLRSDWESEKVQPRYPDEEAAFS
SRSSSPELRHRRIDSGVAGLELSQQKNKESANGRPTGSTATASTREQNVPMRDDNQRNQGRFPVS
MRSGDVSSGQKQQSAQRKVGEAAAFAAATAYFHRRPNEPVEVMRSGEAIHRLHKSKEPPPMSAWG
KARECRPLAHDPLAGVPRRDSSTLGSFESPDPTPSTEQKSAPQRAAQTEPAAADTALIEESGFRPEG
YSGTMQEPDRREYEGEYENPSGPDAPMDEKGYDKPVSGGPGKALETPMQEKQNEGLSNDGQWLR
QEDPTVQSPRLTHVTTSEHEPEEIAAREEATRRAVVEEAAARRKAAEEVAAREAVSREAATKENIARE
TAQGEVSAMEDAIREAYANENVARESASAEISMLEEETWQAMARETAAREAAIASIQSAEIDTREAIER
EALMKQKAAEEIATREAVTSEAVASEVAAREAANRETAIKQANTREVAAEEVAAREALRAGGFDEAVA
RDAALREVAAEETTAMQAEGRASMPQEPGSRGIHVYETGPGPVTTGGAFAEEPRKEQIMTCGAAPC
AQPADIGVSSAPTAQPVTQTSHAEQDPGAHAQEQRQDGVEPEGRGSFKEEKELRKQISKEEKAILKE
RNKMEKKLDRERAKEKKTHQAQLKKEERANRQRQKLEKKQEKEAKRQEEMRNRSATADGSQREDR
LLAKIRRLWRSEKQ

Acesso - C6HPI8 (sequéncia do peptideo identificado — NSSSNIVQFQYGDDK)
UniProtKB - C6HPI8 (C6HPI8_AJECH)

Nome de submisséo: DNA-directed RNA polymerase subunit

Gene: HCDG_08119

Organismo: Ajellomyces capsulatus (strain H143) (Darling's disease fungus) (Histoplasma
capsulatum)

>tr|C6HPI8|C6HPI8_AJECH DNA-directed RNA polymerase subunit OS=Ajellomyces capsulatus
(strain H143) OX=544712 GN=HCDG_08119 PE=3 SV=1

MQSAEAVQIDLGKAQVVDRVPKVIKEIKFGVLSTQDIVSQAVVEVSDRKLFDLDNDRAVAPHGPLDGR
MGISSKSGTCDTCGGALQECSHILLPETERRAFLRELRRPGIDNLRRMQIAKKINERCRKTRTCYKCN
AVNGVVKKAGTSALKITHEKFRAFNASTSVKKIPPPSKVVFDKSFEEAKKSNPDIDKHFKKAHDDLHPL
RVLRLFRSVSNEDCELLSLNPEEARPEVFLWQYVPAPPVCIRPSVGQEAASTEDDLTAKLGDIIQSNIN
LKNALIKGAPVQTIIECWDYMQLQLAVYINSDVPGLQKADFGKPIRGFCQRLKGKQGRFRGNLSGKRYV
DFSGRTVISPDPNLRVNEVAVPQLVAMNMTYPEQVTRYNKEKLRQRIRNGTKTWPGANYVLKKSQNF
KMNLKFGNPNLVANELEEGDIVERHIEDGDIVLFNRQPSLHKLSILSHFAKVRPHRTFRLNECVCNPYN
ADFDGDEMNLHVPQTEEARAEAMELMGVKNNLATPKNGEPIISAIQDFITAAYLLSSKDVFYDRKTFTH
ICLYMLESDTLFDLPPPSVLKPQILWTGKQVFNVLMRPNKQSPVLINLDAACREFKAPKGTPRDLDAN
DGWLCIRNSEIMCGVMDKSTIGSGKKDSVFYVMLRDFGPDVASEGMNRLSRLSARWLTNLGFSIGIT
DVYPGEKLLEEKHHIVEHAYAQCDEVIQLFKNGKLEKAPGCDEQMTMENAISGLLSKVRQQAGEICIA
ELSRWNSPLIMATSGLMKSLEDLSTRYDDTVRNSSSNIVQFQYGDDKLDPVDMEGRAKPVHFDRTFT
HAEVTTFDNSDKGLLPDEHITLCQNLLAPERAKLARFDLLGKKLEYNDRSDHGIDQLESARDFLQSIEDY
VCAKAEKLRSIDSGTKQRGKGVIHTAKVSTRALTSFITACLTKYKRAQVEPGHAVGAVGAQSIGEPGT
QMTLKTFHFAGVAGMSITQGVPRIKEIINASKEISTPVITCELVNKQDLRAAQIVKGRVEKTFVRDIIYYIE
EDWTGNEAYINIKIDFSTIQNLQLELTLQDILMAIKKHKRFKSADLKFRSFGSHIHIFVDQQTTRTALSKT
EEAATGADPYIRLKHLKRLIPNIQVIGHPQCARAIIRTDETNTTNTLLVEGYGLRDCMTTDGINGHHTRT
NNIMETRAVLGIEAARTTIVEEIGEVMKDMAIDPRHMQLLADVMTYKGEVLGITRFGLAKMRDSVLQLA
SFEKTADHLFDAGGAGRTDLIEGVSECIIVGKSVSLGTGAMEVVRALNFYEGQIGRRKTTFEDAWEGI
CEARGRSIGAVGKGVVPRVMKKRRKEAV
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Acesso - CONUAG (sequéncia do peptideo identificado — MASQLSMLSSRMKSAAK)

UniProtkKB - CONUAG6 (CONUAG6_AJECG)

Nome de submisséo: L-isoaspartate O-methyltransferase

Gene: HCBG_06937

Organismo: Ajellomyces capsulatus (strain G186AR / H82 / ATCC MYA-2454 | RMSCC 2432)
(Darling's disease fungus) (Histoplasma capsulatum)

>tr| CONUAGB|CONUAG_AJECG L-isoaspartate O-methyltransferase OS=Ajellomyces capsulatus (strain
G186AR /H82 / ATCC MYA-2454 | RMSCC 2432) OX=447093 GN=HCBG_06937 PE=4 SV=1

MASQLSMLSSRMKSAAKVLPPIINTSFGSNFDQFGDYKVVLIGDGSHGTSEFYQARAEITKHLIEHHG
FDTVAVEADWPDAESVDRYVRLRPGVKSKLDPSPEPAFRRFPTWMWRNKEMQEFVHWMRDHNAH
LPKERRAGFYGLDLYSMGLSIQAIIKYLSRVDPPMAKLARQRYGCLQPWVEDPSQYGLATLTNPRME
SCEKNVIQMLRDLLNKRLEYSANEHNGEEFHSSEQNAYLVADAEAYYKAMYSRSADSWSLRDSHMF
ETLRRLLNVKSESSKAVVWAHNSHIGDARYTSMGTRRGELNVGQLCRENLGQENVALVGCFTHTGT
VAAAHDWDEDVQVMKVNPSRPDSWEYVAHESGIPSFLLDLRPNQADPELRRALAQERKERFIGVVY
RPQTEMRSHYSAASLSLQFDAMVWFDETHAVTPFEIAQPHTALGVDETYPFGL

Acesso - FOUR97 (sequéncia do peptideo identificado — MSGITVATLPRMSR)

UniProtkKB - FOUR97 (FOUR97_AJECS)

Nome de submisséo: Uncharacterized protein

Gene: HCEG_07639

Organismo: Ajellomyces capsulatus (strain H88) (Darling's disease fungus) (Histoplasma
capsulatum)

>tr|[FOUR97|FOUR97_AJEC8 Uncharacterized protein OS=Ajellomyces capsulatus (strain H88)
OX=544711 GN=HCEG_07639 PE=4 SV=1

MSGITVATLPRMSRETLAAMLLAPTNPNQLAIVDVRDSDHIGGHISTSTWHPSSTLSKHMPDLINKLRG
KEKVVFHCALSQERGPSAALKYIREREQVLGKEESAKQAVFVLEGGFVQWQKKYGEDKRLTQAYVK
DIWEED

Acesso - FOUBQS8 (sequéncia do peptideo identificado — MAPTASSSNQATKK)

UniProtKB - FOUBQ8 (FOUBQ8_AJECS)

Nome de submisséo: C2H2 finger domain-containing protein

Gene: HCEG_03122

Organismo: Ajellomyces capsulatus (strain H88) (Darling's disease fungus) (Histoplasma
capsulatum)

>tr|FOUBQ8|FOUBQ8_AJEC8 C2H2 finger domain-containing protein OS=Ajellomyces capsulatus
(strain H88) OX=544711 GN=HCEG_03122 PE=4 SV=1

MAPTASSSNQATKKSTGAPEKKYKCQFCNRAFSRSEHRSRHERSHTKERPFKCLKCRSTFVRRDLL
LRHDRTVHAKDGGIPLVTEGRRRGGQKAATTSNTPSKPSITIDPAALGQIEASSDGMVDIETAAMLMT
DFQHKAAAAATNQTHDGDCRDTYSPDRAVILEPSVAYLSGNATLPQMPWDTFMSTPDVKSHSISSSL
TSQDSNRNHHHRSSLDRHGMGTDSLTPALHSLVNSLPVSGNSTPNALSPFPSMTGPLSPVNYRRSP
GPSQALTLPKAPQIADDAERDAIIEHVKSNDAVGSLPDTFQLPSTAALNRYLATYFNLYHHHLPFLHQE
SFAPSEVSPPLLLAVLSIGALYTFEREHAFMLHIGSKVLVYNQFLQHKENFDSRKCPLWAMQSTLLNMIF
ESWSGDPKGLEWTCSIKSLLANMVAGNRYQLKLRIDAREGARPTREQWIEDEGCRRTYYAVYIFFGM
LTLTFNHTPAISFDEIESLELPSSESMWNLEISNEDAWRRCLGSAAPTVTVREAHDSLFRGESLRYSAF
ATRVMINALFLQVWSHKRSFQALQDVVTEFKLRLAIETWESSLELCEPETIVVPLSTPQKSHPLIFNSM
AVYRNTRARLEVDLKSIQEALRYHSSYEVAAAMTVAREKVKRSQEMNKVIQQCFECIEIAAIQGINWVA
KTSATNWSVEHPLCGLDMMVILSLWLYRLEHDEEQATEAEMAIYNKVRNLFDDDAVDACASNLSSTV
ARVWGNILDGVVVWGITKLMGESFKLHSQALVGYEDSMVTSTSEHVLEPMPTQGLASVGTAY
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6 DISCUSSAO

Pesquisas em busca de moléculas protetoras contra a histoplasmose estéo
sendo desenvolvidas ha décadas. Em 1971 ja se realizavam testes com extrato da
parede do fungo em modelos experimentas (GARCIA; HOWARD, 1971).
Recentemente foram publicados trabalhos com outras substancias provenientes de
H. capsulatum, como HSP60 (GOMEZ; ALLENDOERFER; DEEPE, 1995a) e o
antigeno H recombinante (DEEPE; GIBBONS, 2001), os quais demonstraram ser
importantes candidatos a imundgenos protetores contra a doenca.

O antigeno M e H séo glicoproteinas presentes na parede do fungo e estdo
relacionadas a patogénese da doenca, sendo que o primeiro é considerado
imunodominante por ser detectado em todos os estagios da doenca (HARRIS;
DEEPE, 1988; WHEAT et al.,, 1982). Desta maneira, visto a importancia dessa
glicoproteina, em 2008, Guimardes e colaboradores (2008) expressaram e
purificaram a proteina, antigeno M recombinante com o objetivo de caracterizar sua
funcado na viruléncia e demonstrar sua localizac&do na célula fungica além de produzir
ferramentas imunoldgicas como os anticorpos monoclonais.

Com a possibilidade de trabalhar com essa proteina recombinante e avaliar
sua capacidade vacinal, em colaboragdo com o professor Allan Guimaraes
(Universidade Federal Fluminense) e Professor Josh Nosanchuk (Albert Einstein
College of Medicine), foi recebido pelo Laboratério de Fungos Dimorficos
Patogénicos (ICB/USP) uma aliquota da cepa E. coli M15 ja transformada e a partir
desse ponto iniciou-se o protocolo de expressao. Inicialmente observou-se a
auséncia de producado da proteina, levando a repeticdes dos ensaios e revisdo do
protocolo na busca por erros na metodologia. Entretanto, mesmo apds varias
tentativas e mudancas de protocolos [teste de concentracdes diferentes do indutor
(IPTG), alteragbes na molaridade dos reagentes dos tampdes, alteracdo da
temperatura da incubacgéo], a expressdo ndo foi observada, sendo necessario
solicitar uma nova aliquota transformada do Rio de Janeiro.

Teoricamente 0S passos hecessarios para se obter uma proteina
recombinante sdo bem definidos e diretos. Primeiramente, o gene de interesse é
clonado no vetor de escolha e transformado na bactéria compativel ao vetor, em
seguida é realizado o processo de expressdo e a proteina esta pronta para ser

purificada e caracterizada. Entretanto, na pratica, alguns fendbmenos podem ser
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inesperados, como 0 pouco crescimento da bactéria, a formacédo de corpusculos de
inclusao, inativacdo da proteina expressa e até a auséncia de expressdo (ROSANO;
CECCARELLI, 2014).

Apés a obtencdo da proteina expressa, o principal objetivo foi purificar e
realizar o refolding da amostra pela retirada do agente desnaturante, a uréia, e
consequentemente trocar o tampao para possibilitar a realizacado dos testes in vitro
(ensaios celulares).

Segundo Tsumoto e cols. (2003) existem varias opcdes para expressao
heter6loga recombinante, entre as quais, a expressdo em E. coli é a mais
conveniente e frequentemente usada, entretanto, esse processo geralmente leva a
producdo de proteinas em corpusculos de inclusé@o insoluveis e o refolding destes
ndo é um processo simples, necessitando de uma extensiva abordagem de
tentativas.

O refolding € iniciado pela reducdo da concentracdo do agente desnaturante
utilizado para solubilizar os corpusculos de inclusdo, no entanto, ndo é uma reacao
Unica e compete com outras, como misfolding e agregacéo, levando a inativacédo
e/ou precipitacdo da proteina. A relacao do refolding e outras reacfes € determinado
tanto pelo procedimento de reducédo da concentracdo do desnaturante quanto as
condicdes do solvente e existem diversos métodos que podem ser utilizados para
atingir o objetivo de retirar o agente desnaturante, como, didlise direta (one-step
dialysis), dialise com diminuicdo gradual da concentracdo do desnaturante (step-
wise dialysis), diluicdo simples, diluicdo pulsada, troca do tampé&o por gel filtracao,
entre outros (TSUMOTO et al., 2003).

No presente trabalho, foram utilizadas as técnicas de didlise direta, dialise
com diminuicdo gradual da concentracdo do desnaturante, diluicdo simples, diluicdo
pulsada. No entanto, foi observada a precipitacéo total da proteina nos métodos de
diadlise simples e com diminuicdo gradual da concentracdo do agente desnaturante
(ureia). J& no processo de diluicdo simples e diluicdo pulsada foram observados os
melhores resultados, mas com baixo rendimento de proteina (0,070 mg/ml e 0,038
mg/ml respectivamente), contudo a diluicdo simples (1:10) demonstrou-se mais
eficiente e vantajosa devido ao menor tempo necessario e por nao ser necessario a
utilizacao do sistema de cromatografia AKTA.

Outro problema apresentado no desenvolvimento do projeto foi a presenca de

contaminantes apds a purificacdo na coluna de afinidade por calda de histidina,
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impossibilitando a realizagcdo de testes, como a linfoproliferacdo, pois ndo seria
possivel saber o verdadeiro estimulo, devido a presenca de proteinas
contaminantes.

Para confirmar a especificidade da proteina expressa (banda em gel de SDS-
PAGE), foi realizado Western Blotting, utilizando como anticorpo primario, soro de
camundongo infectado pela levedura de H. capsulatum e um anticorpo secundario
ligado a peroxidase. Sendo este passo importante para continuidade do trabalho.

Devido aos problemas encontrados, ndo foi possivel realizar os testes in vitro
e em animais para avaliar a capacidade vacinal da proteina, pela necessidade de
pureza para ensaios como o de linfoproliferacao (evitando proliferacao inespecifica),
e a auséncia de agentes toxicos no tampao, como a ureia, a qual € toxica para as
células, impossibilitando os ensaios de fagocitose e expressdo de MHC de classe |
e consequentemente impedindo a triagem de peptideos gerados a partir do antigeno
M processado pelos macrofagos e candidatos ao teste de proliferacao de linfécitos.

A bioinformatica engloba disciplinas da computacdo e da biologia, como
genética e protebmica com objetivo de organizar dados gerados pelos estudos
cientificos e disponibiliza-los para andlise, desta maneira, um dos principais papeis
da bioinformética € disponibilizar informacdes de bancos de dados organizados e
fornecer ferramentas computacionais que auxiliem o desenvolvimento de
tratamentos contra doencas, incluindo vacinas (BRUSIC; FLOWER, 2004; SORIA-
GUERRA et al., 2015).

Uma ferramenta computacional utilizada neste trabalho foi a de predicéo de
peptideos ligantes a moléculas de MHC de classe Il (IEDB), pela andlise de
sequéncia da proteina antigeno M. Por meio dessa predicdo foram gerados 54
peptideos com capacidade de ligacdo ao MHC-II de camundongos C57BL/6 (entre
691 sequéncias de peptideos geradas), contudo, ao analisar os cores (nucleos) dos
54 peptideos, apenas 12 cores diferentes foram identificados. Em seguida 12
sequéncias foram escolhidas para sintese e subsequente testes in vitro para verificar
a capacidade de gerar resposta de células T em ensaios de proliferacdo de
linfocitos, nesse testes foram utilizadas trés concentracdes (finais) diferentes de
cada estimulo especifico (peptideos) (5, 10 e 20 pg/ml) em células de linfonodos
retirados de camundongos previamente imunizados com o0s peptideos e nao foi
detectado proliferagédo de células T (CD4 ou CD8) nos ensaios realizados. A técnica

utilizada (ensaio de linfoproliferacdo) € uma das mais utilizadas para avaliar resposta
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antigeno especifica, assim como a quantificacdo da producdo de citocinas de
resposta das células T ao antigeno (sobrenadante de cultura de ensaios de
linfoproliferacéo) (TEN BRINKE et al., 2017).

O tipo de citocina detectado em culturas de células T permite distingui-las
entre células T naive e células T de memoaria, as quais produzem IFN-y a partir de 20
horas apds o estimulo com antigeno especifico; a citocina IL-2 é produzida
principalmente apds o TCR reconhecer o estimulo, seguido de proliferacdo das
células T que em seguida diferenciam-se em células efetoras produtoras de IFN-y ou
IL-4, produzindo uma resposta do tipo Thl ou Th2 (ANTHONY et al.,, 2012). Os
sobrenadantes de cultura dos ensaios de linfoproliferagédo foram analisados pela
metodologia de CBA para quantificar as citocinas produzidas, comparando as
concentracfes obtidas das células estimuladas aos controles sem estimulo e foi
verificado o aumento da producéo de IFN-y nos sobrenadantes estimulados com os
peptideos (estimulos individuais) 1, 3, 5, 10 e 12 (20 pg/m) e nado foi detectado
aumento de IL-2 nas células estimuladas quando comparadas aos controles sem
estimulo.

Os ensaios experimentas em animais foram iniciados com o0s peptideos
disponiveis ja sintetizados. Inicialmente foram testados os peptideos 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8 e 9 em dois ensaios, onde grupos tratados com os peptideos 6, 8 e 9 tiveram
diminuicdo de UFC nos pulmdes, desta maneira foram escolhidos para confirmacéo
dos resultados por repeticdes; apds os testes, apenas 0s grupos tratados com o
peptideo 6 apresentaram resultados, de diminuicdo de UFC no pulméao,
reprodutiveis.

Para caracterizar o perfil de citocinas nos grupos tratados com os peptideos 6
8 e 9, as citocinas do macerado de pulmao foram quantificadas, entretanto nao foi
observado diferenca estatistica significante entre as concentracdes de citocinas
dosadas nos grupos testes (tratados) quando comparadas aos grupos controles (ndo
tratado e tratado com adjuvante), deste modo, foi realizado outro experimento com
dias de sacrificios diferentes (48 horas e 7 dias) com objetivo de detectar citocinas
produzidas nos pulmdes dos animais sacrificados ap0s 48 horas da infeccgéo,
contudo néo foi detectado aumento de citocinas relacionadas a resposta protetora
contra o fungo (IFN-y, TNF-a e IL-17).

Em relacdo aos ensaios onde foram testados os peptideos 1, 10 e 12 (dois

experimentos), apenas 0s grupos tratados com os peptideos 10 e 12 apresentaram
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reprodutibilidade nas replicatas, com diminuicdo de UFC nos pulmdes dos grupos
testes (tratados com peptideos) em relacdo aos grupos controles (ndo tratado e
tratado com adjuvante). Quanto ao perfil de citocinas nos macerados de pulmdes, foi
detectado aumento de IFN-y, TNF-a, IL-17A e IL-6 nos grupos tratados com o
peptideo 12 e TNF-a e IL-6 nos grupos tratados com o peptideo 10 quando
comparados com os grupos controles (n&o tratado e tratado com adjuvante).

Estudos ja demonstraram que a producdo de citocinas como IL-12, IFN-y e
TNF-a, perfil de resposta do tipo Thl, e citocinas regulatérias como IL-6 sé&o
essenciais para controle da infeccdo causada por H. capsulatum. Neutréfilos e
células dendriticas sdo os principais produtores de IL-12 na histoplasmose, sendo
essa citocina responsavel por estimular a producéo de IFN-y pela células T (CD4 e
CD8) que tem a funcdo de ativar macrofagos (IFN-y) no local da infeccao,
desencadeando a producédo de NO e consequentemente inibindo o crescimento do
fungo dentro das células (macréfagos) (CAIN; DEEPE, 1998; KROETZ; DEEPE,
2012).

TNF-a é outra citocina importante durante a infeccao e esta envolvida no
controle da secrecdo de citocinas pro e anti-inflamatoérias (KROETZ; DEEPE, 2012),
além de ja ter sido demonstrado que na auséncia de IFN-y, em infeccdo secundaria
com o fungo em camundongos, sua producdo aumentada é a principal responsavel
pelo controle da doenca (ZHOU; MILLER; SEDER, 1998).

Citocinas da familia IL-17 tém demonstrado importancia na regulacdo do
equilibrio entre a resposta Thl e Th2, em trabalho realizado por Deepe e Gibbons
(2009) foi demonstrado que a auséncia de IL-17, por tratamento dos animais com
anticorpos monoclonais, prejudica a eliminacdo (clearence) do fungo durante
infeccdo primaria. Outro trabalho que reforca a importancia da resposta do tipo Th17
na infeccdo por H. capsulatum € o de Nanjappa e colaboradores (2012), onde
animais imunossuprimidos, com falta de células T CD4, imunizados com vacina
indutora de células Tcl7 (células CD8 produtoras de IL-17) foram resistentes a
infeccdo, demonstrando que esse tipo de resposta € indispensavel para
sobrevivéncia dos animais na falta de células T CD4 e com resposta do tipo Thl
prejudicada (NANJAPPA et al., 2012).

O monofosforil lipideo A (MPLA) é um adjuvante proveniente do LPS
(lipopolissacarideo) de bactérias, sem seus efeitos toxicos. Essa molécula possui

propriedades imunomoduladoras e suas preparacfes estdo associadas com o
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estimulo de respostas do tipo Thl e resposta mista (Thl e Th2) (CASELLA,
MITCHELL, 2008). Com o intuito de testar o efeito do MPLA associado ao peptideo
6 na imunizacdo profilatica de animais (camundongos C57BL/6) foi realizado dois
ensaios experimentais, onde, no primeiro, ndo foi observado diminuicdo de UFC nos
animais tratados com o peptideo associado a MPLA e o grupo controle néo tratado e
no segundo experimento, ndo houve diferenca estatistica na diminuicdo de UFC
entre o grupo tratado com o peptideo associado ao MPLA e o grupo controle tratado
com o adjuvante.

Os ensaios de cinética de fagocitose e apresentacdo de MHC de classe Il
com macréfagos foram executados com o objetivo de determinar o melhor tempo
para extracdo dos complexos MHC-II-peptideo das células. Ap6s analisar o0s
resultados obtidos, foi determinado que os complexos seriam extraidos apds 4 horas
de fagocitose, seguido da imunoprecipitacdo e envio das amostras para
sequenciamento das proteinas e peptideos por espectrometria de massa, o qual foi
realizo em colaboracdo com o Laboratorio de Glicoproteinas do Departamento de
Parasitologia do ICB/USP.

Diverso trabalhos que utilizam metodologias de bioinformética e/ou
imunoprotebmica para identificacdo de peptideos ligantes a moléculas de MHC de
classe | e Il vém sido realizados (ALMEIDA et al., 2018; BAR et al.,, 2012;
BOZZACCO et al., 2011; CREECH et al., 2018; ELHASSAN et al., 2019; HUNT et
al., 1992; JOHNSON et al., 2009; JOSHI et al., 2019).

Joshi e colaboradores (2019) utilizaram metodologia computacional (IEDB)
para identificar peptideos com capacidade de estimular linfoproliferacdo e produzir
citocinas caracteristicas de resposta do tipo Thl em hamsters desafiados com
Leishmania (JOSHI et al., 2019). Em outro trabalho, com foco no desenvolvimento
de vacina de peptideos, provenientes da proteina heat shock 70 kDa, a partir de
predicdo in silico (IEDB), contra Cryptococcus neoformans var. grubii, foram
encontradas 10 sequéncias de peptideos candidatos a vacina com capacidade de
desencadear resposta de células T e células B pelas predi¢des in silico, sendo ainda
necessarios validagdo por testes in vitro (ELHASSAN et al., 2019). Almeida e
colaboradores (2018) descreveram trés peptideos (ZR3, ZR4 e ZR8), obtidos por
predicéo in silico (ligantes de MHC de classe Il de camundongos), provenientes da
proteina GP70, que foram capazes de promover proliferacdo de células T CD4 e

diminuir o tamanho da lesdo de animais infectados com Sporothrix brasiliensis apos
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o tratamento com os peptideos (ALMEIDA et al., 2018). Esses dados demonstram a
utilidade das ferramentas computacionais no desenvolvimento de vacinas profilaticas
e terapéuticas, a partir de sequéncias de proteinas imunogénicas, para diversas
doencas causadas por micro-organismos diferentes.

A identificacdo de peptideos ligantes a moléculas de MHC, por espectrometria
de massa, tem grande utilidade na caracterizacdo de antigenos processados,
apresentados e reconhecidos por células T. Essa técnica pode ser utilizada tanto
para identificacdo de peptideos provenientes de células infectadas por virus, células
com alteracdes associadas a doencgas autoimunes (MHC de classe 1) e peptideos
provenientes do processamento de micro-organismos como, bactérias e fungos
(MHC de classe Il) possibilitando a identificacdo de sequéncias de aminoacidos
candidatos a vacinas. Essa estratégia para o desenvolvimento de vacinas ja foi
utilizada por autores com Bar e colaboradores (2012), que isolaram e sequenciaram
moléculas de MHC de classe Il de células APCs infectadas com Candida albicans e
identificaram um peptideo, proveniente do fungo, que promoveu protecdo dos
animais (camundongos) contra candidiase fatal quando imunizados (BAR et al.,
2012).

Neste trabalho foi utilizada a estratégia de identificacdo de peptideos ligantes
ao MHC de classe Il por espectrometria de massa. Macrofagos infectados com H.
capsulatum foram submetidos a um protocolo de extragcdo e isolamento das
moléculas de MHC de classe Il (acopladas aos peptideos apresentados), por
imunoprecipitagdo, e ap0s processamento foram sequenciadas e identificados 9
peptideos provenientes de proteinas do fungo.

As sequéncias das 9 proteinas de onde os peptideos tiveram origem foram
submetidas a andlise computacional no IEDB com o0 objetivo de comparar as duas
metodologias [(imunoprotedmica (in vitro) e computacional (in silico)], pois, por terem
sido isoladas diretamente da molécula de MHC de classe Il (foram naturalmente
processadas e apresentadas), acreditavamos que na predicdo in silico seriam
geradas as mesmas sequéncias apresentando rank (%) abaixo de 10 (bons
ligantes), contudo, apenas um dos peptideos (MSGITVATLPRMSRE) foi
considerado bom ligante pelo método computacional.
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7 CONCLUSAO

Neste trabalho concluimos que a estratégia de desenvolvimento de vacina
utilizando metodologias computacionais Sdo promissoras e importantes, pois
observamos que dos 12 peptideos gerados por predicdo in silico, 3 sequéncias
apresentaram resultados promissores quanto a imunizagdo de animais contra a
infecc@o subletal com leveduras de H. capsulatum, com diminui¢cdo da carga fungica
nos pulmdes dos animais tratados com esses peptideos.

Em relagdo a metodologia de imunoprotedmica, acreditamos que seja de
grande utilidade na geracdo de sequéncias de peptideos que podem ser
reconhecidos por células T, pois foram processadas e apresentadas naturalmente
pelas células, contudo, as sequéncias obtidas ainda precisdo ser validadas por
testes in vitro e in vivo.

Quanto a comparagdo das metodologias de imunoprotebmica e
computacional, foi observado discordancia nos resultados, entretanto apenas apos a
sintese e testes in vitro das sequéncias fornecidos pela espectrometria de massa
poderemos avaliar se estas realmente vao produzir uma resposta imune contra a

doenca.
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