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Resumo

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistémica granulomatosa cujo agente
etioldgico é o fungo termodimorfico Paracoccidioides spp.. A doenga é amplamente
distribuida pela América Latina com maior numero de casos no Brasil, Argentina,
Venezuela e Colémbia. Atinge principalmente trabalhadores rurais trazendo importantes
repercussdes econdémico-produtivas dos individuos acometidos. A PCM apresenta trés
quadros clinicos: forma assintomatica, aguda ou subaguda (tipo juvenil), e cronica (tipo
adulto). O antigeno imunodominante de Paracoccidioides brasiliensis é a gp43, onde
um trecho especifico de 15 aminoacidos, designado como P10, é reconhecido pelos
linfocitos T desencadeando uma resposta pro- inflamatéria contra a infeccdo fungica. O
presente estudo, avaliou a utilizacdo do adjuvante a base de lipideo catiénico (DDA) com
0 peptideo sintético P10. Os resultados mostraram que o adjuvante sozinho tem pouca
estabilidade e baixa imunogenicidade, a adi¢cdo da carboximetilcelulose (CMC)
aumentou a estabilidade do complexo DDA/CMC/P10, porém sem inducdo de resposta
imune protetora devido as baixas concentragcbes dos componentes. A incorporagdo da
trealose dibehenato (TDB) aumentou as caracteristicas fisico-quimicas e imunogénicas
do DDA e do peptideo P10 refletindo na diminuicdo da carga fingica nos pulmdes dos
camundongos C57BI/6 infectados com Pb18, induzindo robusta resposta imune celular
com altos niveis de citocinas pré inflamatérias Th1/Th17. O estudo demonstrou também

que a utilizacdo do glicolipideo

Palavras chave: vacina fungica, micose pulmonar, paracoccidioidomicose, adjuvante,
DDA/TDB



Abstract

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a granulomatous systemic mycosis whose etiologic
agent is thermal dimorphic fungus Paracoccidoides spp., the disease is widely
distributed in Latin America with the highest number of cases in Brazil, Argentina,
Venezuela, and Colombia. It reaches mainly rural workers bringing important
economic-productive repercussions of affected individuals. PCM presents three clinical
manifestations: asymptomatic, acute or subacute (juvenile type), and chronic (adult
type). The immunodominant antigen of Paracoccidioides brasiliensis is gp43, a
glycoprotein of 416 amino acids, where a specific stretch of 15 amino acids, designated
as P10, is recognized by T lymphocytes triggering a pro-inflammatory response against
the fungal infection. Previous studies have shown that immunization with P10 associated
with some adjuvants decreases fungal load in the lungs of mice and increases levels of
cytokines in homogenate pulmonary. The present study evaluated the use of adjuvant
based on cationic lipid (DDA) with synthetic peptide P10. The results showed that
adjuvant alone has not stability even in the presence of carboxymethylcellulose (CMC)
which led to greater stability of DDA/CMC/P10 complex but without immunogenicity.
The incorporation of dibehenate trehalose (TDB) increased the stability and
immunogenic characteristics of DDA and P10 peptide by decreasing the fungal load of
lungs of C57BI/6 mice infected with Pb18, inducing a robust cellular immune response

with high levels of Th1/Th17 proinflammatory cytokines.

Keywords: fungal vaccine, pulmonary mycosis, paracoccidioidomycosis, adjuvant,
DDA/TDB



20

1 Introducéo
A paracoccidioidomicose (PCM), é uma micose sistémica granulomatosa que tem

como agente etiologico o fungo Paracoccidioides spp. Os fungos deste género séo termo
dimorficos, e podem ser cultivados como micélio ou levedura (MENDES et al., 2017).
S&o encontrados no solo provavelmente na forma de micélio saprofita, e quando inalados
e depositados nos alvéolos pulmonares podem transformar se em leveduras (BOCCA et
al., 2013).

Descrito por Almeida em 1930, o fungo Paracoccidioides brasiliensis (Pb) foi
considerado uma Unica espécie por aproximadamente 75 anos (revisado por TURISSINI
et al., 2017). No entanto, estudos moleculares e morfologicos forneceram dados
suficientes para dividir P. brasiliensis em duas espécies: P. brasiliensis e P. lutzii, este é
composto por um clado monofilético simples e por recombinacdo populacional,
encontrado nas regides sudeste, central e norte do Brasil e no Equador (TEIXEIRA et al.,
2013, 2009).

A utilizacdo de taxonomia molecular levou a identificacdo de 5 espécies
filogenéticas: Paracoccidoides lutzii e quatro espécies do complexo brasiliensis
(MATUTE et al., 2006; TEIXEIRA et al., 2013, 2009; THEODORO et al., 2012). As
espécies reconhecidas como PS3 (restrita a Colémbia), PS2 e S1 (com ampla
distribuicdo geogréafica pela América do Sul); por fim analises moleculares levaram a
identificacdo de mais uma espécie, PS4 (restrita a Venezuela) (TEIXEIRA et al., 2009,
2014).

Turissini et al., 2017, analisaram genes nucleares e mitocondriais € demonstraram
diferencas nas arvores genéticas das espécies de P. brasiliensis; seus resultados indicaram
que as espécies estudadas, raramente trocam alelos entre si, sdo altamente simpatricas e
com chance de se cruzarem. Foi demonstrado que as quatro especies do complexo
brasiliensis diferem na morfologia da levedura e que cada espécie pode ser identificada
por analise molecular e morfol6gica; foi entdo proposto o reconhecimento taxonémico de
trés novas espécies de Paracoccidioides: P. americana para PS2, P. restripiensis para
PS3 e P. venezuelensis para PS4 (TURISSINI et al., 2017).

A PCM ocorre na maioria dos paises da América Latina, com zona endémica
extensa de Tampico, no Sul do México, a provincia Buenos Aires, na Argentina (Figura 1)
(ELMER et al.,1993; QUEIROZ-TELLES et al., 2011), é considerada a mais importante

infeccédo
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sistémica fungica da América do Sul, com maior incidéncia no Brasil (80% dos casos),
Colémbia, Venezuela, seguido por Argentina, Peru, Equador, Uruguai e Paraguai
(COLOMBO et al., 2011; QUEIROZ-TELLES et al., 2011).

O Chile é o unico pais da América do Sul onde ndo ha relato de caso autocones,
devido as condigdes climaticas que nao favorecem a sobrevivéncia do fungo (MENDESet
al., 2017). No Brasil, ha uma extensa area endémica que predomina nas regides central
e sudeste do pais, a prevaléncia da doenga é maior entre a populacéo rural envolvida com
atividades agricolas (FERREIRA, 2009).

Figura 1: Mapa de ocorréncia de PCM na América do Sul e Latina.
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(1) Filogénia do género Paracoccidioides na América do Sul, incidéncia por regido das espécies P. brasiliensis (S1), P.
restrepensis (PS3), P. venezuelensis (PS4), P. americana (PS2) e P. lutzii (PL) e sua divergéncia genética ao longo do
tempo (adapatado de Mendes et al.,2017) (l1) areas de endemicidade da PCM na América Latina, (azul) primeira
area de maior incidéncia reconhecida, (vermelho) area de alta incidéncia observada nas ultimas décadas, (marrom
claro) area com aumento crescente de casos (amarelo ouro) area de incidéncia moderada, (amarelo) baixa
incidéncia e (sem cor) incidéncia rara (Martinez, 2017).

A infeccdo pode tornar se uma doengca muito severa. No Brasil, é uma das
principais causas de mortes por micose sistémica em pacientes imunocomprometidos, e
a décima em causa de mortes por doencas infecciosas e parasitarias (MARQUES, 2012).
Acredita-se que sua incidéncia em zonas endémicas seja de 3 a 4 novos casos/milh&o até

1 a 3 novos casos por 100 mil habitantes por ano (Shikanai-Yasuda et al., 2006; Fortes,
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Na natureza Paracoccidioides spp. desenvolve se com estruturas filamentosas e
produz propagulos infectivos chamados de conidios (BATISTA JR et al.,
2010;CAMACHO; NINO-VEGA, 2017;: MACHADO et al., 2013). A infeccédo do
hospedeiro ocorre frequentemente pela inalagdo do conidio e fragmentos de micélio
(Figura 2) , que alcancam os bronquiolos terminais e alvéolos, onde transformam se em
leveduras produzindo uma infeccdo que pode disseminar se para outros tecidos via
linfatica ou hematogénica (FORTES et al., 2011a).

A PCM é um processo infeccioso sistémico que pode envolver diferentes 6rgaos
e sitios anatdbmicos, especialmente o pulmdo, membranas mucosas, pele, linfonodo,
sistema nervoso central (SNC), glandulas adrenais (BRUMMER; CASTANEDA,
RESTREPO, 1993; NEGRONI, 1993; NUCCI; COLOMBO; QUEIROZ-TELLES, 2009;
QUEIROZ-TELLES; ESCUISSATO, 2011).

Figura 2: Ciclo de infec¢do proposto para Paracoccidioides spp. em humanos.
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Os propéagulos (fragmentos e conidios) do fungo na forma saprofitica (micelial) encontrada no solo, podem ser
inalados e depositados nos alvéolos pulmonares, onde dependendo da disposi¢ao de nutrientes convertem se em
leveduras (forma infecciosa ou parasitaria) (Adaptado de Bonifaz, Micologia Médica Basica 5° Ed. 2015).
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1.1 Representacéo clinica

Todas as espécies de Paracoccidioides spp. podem causar PCM, algumas
caracteristicas clinicas diferenciais foram observadas em pacientes infectados com P.
lutzii ou complexo P. brasiliensis (CAMACHO; NINO-VEGA, 2017; TEIXEIRA et al.,
2014). Estudos demonstraram que as infec¢des reportadas nas areas endémicas de P. Lutzi
frequentemente apresentam manifestacdes clinicas abdominal-linfaticas, que ndo sdo
relatadas nas areas endémicas do complexo P. brasiliensis (MACHADO et al., 2013).
Além disso, o soro de pacientes infectados com P. lutzii ndo reconhece integralmente os
antigenos de P. brasiliensis e vice versa (BATISTA JR et al., 2010; GEGEMBAUER et
al., 2014; MACHADO et al., 2013; QUEIROZ JUNIOR et al., 2014), porém HAHN et
al., 2019 demonstraram em estudo realizado com 34 pacientes com PCM causada por P.
lutzii que o perfil epidemiolégico-clinico de PCM causada por P. brasiliensis ou P. lutzii

ndo exibe diferencas significativas que poderia ser atribuida as espécies .

Trés formas clinicas da PCM sdo descritas na classificacdo atual: a infecgédo
assintomatica, que ocorre nos pacientes saudaveis que vivem na area endémica e que
apresentam testes cutaneos positivos paraa PCM (DE CASTRO et al., 2013). A infec¢édo
aguda ou subaguda (tipo juvenil) responsavel 5 a 25% dos casos e pode ser mais frequente
em algumas regifes endémicas que em outras. No Brasil, esta forma é mais comumente
observada nos estados do Maranhdo, Minas Gerais, Para, Goias e Sdo Paulo (SHIKANAI-
YASUDA et al., 2017). A forma aguda afeta predominantemente criancas, adolescentes
e jovens adultos (30 a 40 anos) e tende a ser homogénea entre 0s géneros especialmente
na populacdo adolescente (BELLISSIMO-RODRIGUES et al., 2013; FABRIS et al.,
2014; SHIKANAI-YASUDA et al., 2017). Em geral desenvolve se a partir de lesdo
primaria pulmonar ndo detectada, que progride rapidamente com disseminacdo linfatica
e hematogénica para os 6rgaos do sistema monocitico-macrofagico como: baco, figado,
linfonodos, ossos e medula 6ssea; altos titulos de anticorpos especificos e depressdo grave
da imunidade celular s&o comumente observados nesse tipo de infeccdo (BOCCA et al.,
2013; DE CASTRO et al., 2013; FORTES et al., 2011b).

A forma crénica da doenca (tipo adulta) representa 74% a 96% dos casos de PCM
e frequentemente acomete adultos entre 30 e 60 anos de idade (com uma taxa de 22:1
entre homens e mulheres) (SHIKANAI-YASUDA et al., 2017), desenvolve-se a partir do
complexo priméario pulmonar ou da reativagdo de foco quiescente pulmonar. Na maior
parte dos casos a infeccdo tem inicio nos pulmdes e progride lentamente, apresentando
quadro clinico de duragdo prolongada, normalmente acima de seis meses de historia
clinica, e se expressa frequentemente pelo comprometimento pulmonar e tegumentar
(cutdaneo e/ou mucoso), as lesdes podem permanecer localizadas (subtipo clinico

unifocal) ou se disseminar para varios 6rgdos e sistemas (multifocal), com gravidade
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variavel (FORTES et al., 2011, BOCCA et al., 2013, DE CASTRO et al., 2013).

1.2 Imunologia da paracoccidioidomicose

O homem é exposto aos fungos ao longo da vida via inalacdo, digestdo ou
inoculacdo traumatica das particulas fungicas. A grande maioria desses encontros €
assintomatica e menos de 100 das 5 milhdes de espécies fangicas estimadas séo
associados a doencas em humanos (BROWN et al., 2012; LIONAKIS; ILIEV; HOHL,
2017). O contato com o fungo induz resposta imune inata e adaptativa coordenada para
erradicacdo do fungo e promog¢do de memoria de longa vida (VERMA et al., 2015).

Os fungos s@o muito proficientes em sentir o ambiente ao seu redor, e responder
a essas alteracBes promovendo sua sobrevivéncia em mudangas ambientais. Como
resultado, eles podem interagir com plantas, animais e homem de mdaltiplas maneiras
estabelecendo relagBes simbidticas, comensais, latentes ou patogénicas (ROMANI,
2011). O estabelecimento da doenga, disseminacdo e severidade, dependem de fatores
inerentes ao fungo como viruléncia, composi¢do antigénica, condi¢cbes ambientais e
especialmente a habilidade do hospedeiro em desenvolver uma resposta imune efetiva
(FORTES et al., 2011b).

O entendimento da imunopatologia da PCM requer o conhecimento histérico do
fungo. Acredita se que os propagulos e conidios do fungo inalados, pela manipulacéo do
solo, alcancem os alvéolos pulmonares onde sdo internalizados por macréfagos
residentes. Essa interacdo parece direcionar o subsequente mecanismo de imunidade inata
ou adaptativa que resultard numa infeccdo localizada ou sistémica (PINA et al., 2008,
RESTREPO et al., 2008).

Os mecanismos de defesa do hospedeiro contra fungos sdo humerosos, e vao de
um mecanismo protetor que evoluiu de um organismo multicelular (imunidade inata) a
um mecanismo adaptativo sofisticado que é especificamente induzido durante a infeccdo
e doenca (imunidade adaptativa) (ROMANI, 2011).

Os mecanismos da resposta imune inata ndo apenas controlam o crescimento
precoce do patdgeno, mas também determinam qual tipo de resposta imune adaptativa
sera desenvolvida pelo hospedeiro infectado. Na PCM foi demonstrado que a resposta
imune mediada por células T, tem sido reconhecida como principal mecanismo protetor
devido a sua habilidade de secretar citocinas pré-inflamatorias, ativar fagocitos para

morte do fungo, exercer efeito citotoxico nas células infectadas, controlar a producdo de
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anticorpos, e regular a formacdo do granuloma (CALICH; MHSL;, 2005; CALICH;
SINGER-VERMES; RUSSO, 1994).

O sistema imune inato é a primeira linha de defesa contra patdgenos e protege
amplamente contra micro-organismos invasores. Receptores herdados geneticamente,
chamados de receptores de reconhecimento padrdo (PRR, do inglés Pattern recognition
receptors) sdo usados pelas células do sistema imune inato para reconhecerem moléculas
conservadas conhecidas como padrées moleculares associados ao patoégeno (PAMP, do
inglés Pathogen-associated molecular pattern) (DRUMMOND et al., 2015). Os PRRs
podem ser classificados em vérias familias de acordo com sua estrutura e fungdo:
receptores de lectina tipo C (CLR, do inglés C-type lectin receptor), receptores de tipo
Toll (TLR, do inglés Toll-like receptor), receptores tipo ligacdo nucleotidica e dominio
de oligomerizacdo (NLR, do inglés Nucleotide-binding oligomerization domain-like
receptors), receptores do tipo gene induzivel de acido retindico (RLR, do inglés RIG-like
receptor) (SALAZAR; BROWN, 2018).

Enquanto a resposta imune inata mediada primeiramente por neutréfilos e
macrofagos é suficiente para controlar infeccdo por alguns fungos, a protecao total contra
a maioria dos patdgenos requer uma resposta adaptativa que € iniciada pelas células
dendriticas com contribuicdo de outras células como os mondcitos (BROWN, 2012;
HOHL et al., 2009).

Os macrofagos sdo muito apreciados por seu papel no balanco de espécies de
citocinas efetoras necessérias para o recrutamento e ativacdo dos neutréfilos assim como
aumento ou inibicdo da imunidade inata (FROMTLING; SHADOMY, 1986; JIANG,
2016). A forca da resposta pode ser direcionada pela sinalizacdo dos TLRs, inclusive
TLR4 e TLR2 (BOURGEOIS; KUCHLER, 2012; JIANG, 2016), sugerindo que
diferentes padrdes de sinalizacdo de TLR contribuiriam para diferentes respostas
bioldgicas sobre a infeccao fungica (JIANG, 2016).

Como a infeccdo primaria por Paracoccidioides spp. ocorre pela inalagdo dos
propagulos fungicos, a interagdo dos macréofagos alveolares residentes pode exercer uma
importante influéncia nos padrdo da resposta subsequentemente gerada (LOURES et al.,
2012; PINA; BERNARDINO; CALICH, 2008). Em modelo murino, foi observado que
0s macrdfagos de camundongos sdo permissivos ao crescimento de P. brasiliensis,

enquanto que macrofagos ativados s@o capazes de restringir a multiplicagdo do fungo
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(BRUMMER et al., 1988; CANO et al., 1994, 1998; GONZALEZ et al., 2004; PINA et
al., 2008).

A habilidade dos macréfagos em impactar o curso da resposta imune €, em grande
parte, devido a plasticidade inerente e adaptavel dessas células (EDHOLM; RHOO;
ROBERT, 2017). De fato, a linhagem de células mondcito-macrofagica foi reconhecida
como altamente pléstica com populacGes polarizadas que diferem em termos de funcéo
efetora, expressdo de receptores celulares superficiais e producdo de citocinas
(EDHOLM; RHOO; ROBERT, 2017; ITALIANI; BORASCHI, 2014). Dois padrdes de
diferenciacbes foram bem caracterizados, conhecidos como M1 e M2. Os macrofagos
M1(tipo inflamatério ativado classicamente) sdo caracterizados por seu fenétipo de
citocinas pro-inflamatorias, promocdo da resposta imune Thl e atividade fungicida;
enquanto que os macrofagos M2 (tipo regenerativo ativado alternativamente) exibem
fungdes regulatérias na reparacdo dos tecidos, remodelagdo, perfil de citocinas anti-
inflamatorias e promocao da resposta imune Th2 (BARROS et al., 2013)..

As células Natural Killer (NK) também contribuem diretamente na resisténcia
inata as infeccdes, através de varios mecanismos incluindo: secrecdo de citocinas pro-
inflamatdrias e imuno regulatorias, quimiocinas, lise das células do hospedeiro infectadas
e morte das células do fungo. Estas células sdo capazes de controlar uma infec¢do inicial
e induzir a uma resposta imune adaptativa (PINA et al., 2008,LONGHI et al., 2012). O
nome natural Killer veio de sua habilidade de matar células tumorais in vitro e in vivo sem
estimulo prévio, embora sejam consideradas originalmente células do sistema imune
inato, elas demonstram qualidades da imunidade adaptativa como memdria imunoldgica
(SCHMIDT; TRAMSEN; LEHRNBECHER, 2017).

As células Natural Killer eliminam seus potenciais alvos tanto diretamente,
usando moléculas citotoxicas como perforina ou granzima B, que sdo estocadas em
granulos ou, pela morte por apoptose mediada por receptores (SCHMIDT; TRAMSEN;
LEHRNBECHER, 2017; VIVIER et al., 2008).

O desenvolvimento da imunidade adaptativa é compartilhado pelas células
apresentadoras de antigenos (APCs, do inglés Antigen-presenting cell) que expressam
altos niveis de MHC (do inglés, major histocompatibility complex), moléculas co-
estimulatérias, e mediadores solUveis como citocinas e quimiocinas que direcionam a

sinalizac&o do padréo da resposta. Os PRRs melhores descritos para o reconhecimento
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fungico e inducdo de mediadores soltveis sdo 0s TLRs e CLRs (VERMA et al., 2015).
Os fagocitos processam e apresentam o antigeno fingico a células T CD4" naive em
contexto MHC de classe Il. Esta interacdo se inicia com o comprometimento de
subgrupos Th efetores. As células dendriticas (DC, do inglés dendritic cells) também
ativam células T CD8" pela apresentacdo do antigeno via MHC classe I. Em contraste ao
requerimento de processamento do antigeno para ativacdo das celulas T, as células B
reagem diretamente ao antigeno fungico e secretam imunoglobulinas que podem
influenciar o resultado da infeccdo (VERMA et al., 2015).

A resposta imune Th1l é instrumental na defesa do hospedeiro contra patdgenos
fungicos, e sua importancia foi bem estabelecida em modelos murinos experimentais e
em infec¢des humanas. Depois da exposicdo, as APCs produzem IL-12 (IL - interleucina)
que é critica para o comprometimento da linhagem Thl. Essas células orquestram
resposta imune antifungica pela liberacao de citocinas pro-inflamatorias IFN-y, TNF-a e
GM-CSF. A citocina de assinatura Thl, IFN-y, manifesta efeito pleiotropico nas células
imunes durante a infeccdo, induzindo a ativagdo classica dos macréfagos que € critico
para o controle do crescimento intracelular de patdgenos fungicos incluindo Histoplasma
capsulatum, Blastomyces dermatitidis, P. brasiliensis e Coccidioides immitis
(BEAMAN, 1987; BRUMMER; STEVENS, 1995; CALVI et al., 2003; SUGAR et al.,
1995; VERMA et al., 2015).

A resposta imune Th2 manifesta uma influéncia prejudicial para o hospedeiro na
maioria das infeccdes fungicas. Essa resposta é composta de citocinas derivadas de
células T CD4* como IL-4, IL-5 e IL-13 e IgE (lg - imunoglobulina, secretada pelas
células B). A sintese exagerada desses fatores solUveis na maioria das doengas micéticas
interfere com a liberacdo do patdgeno, e em raras ocasides, a falha para regula-los pode
resultar em um desfecho fatal (WUTHRICH; DEEPE; KLEIN, 2012). A citocina IL-4 é
0 mais potente sinal para a reatividade da resposta Th2 que prejudica a protecdo da
resposta Thl e favorece reagdes alérgicas fungica. A IL-4 pode tanto ativar como
desativar fagdcitos e DCs por certas funcdes especializadas, podendo inibir a atividade
efetora antifingica dos fagdcitos e pode promover a producdo de IL-12 pelas DCs
(MENCACCI et al., 1998; ROMANI, 2008) .

A paracoccidioidomicose foi bem caracterizada como um polo de resposta imune
Thl para os pacientes infectados assintomaticos que apresentam uma reacdo de

hipersensibilidade tardia (DTH do inglés delayed-type hypersensitivity) e cujos linfécitos
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secretam citocinas do tipo IL-2 e IFN-y. Os pacientes com a forma clinica aguda, ou
juvenil, apresentam uma profunda anergia da DTH, seus linfécitos comportam-se como
padréo de imunidade dominante do tipo Th2 devido ao aumento na secregéo de I1L-4, IL-
5 e IL-10, anticorpos especificos de subclasses IgE, 1gG4 e IgA eosinofilia no sangue
periférico e outros padrbes. A forma clinica mais comum da PCM ¢ a forma adulta, ou
crbnica, nos casos onde a PCM apresenta forma mais suave ou modera hd uma
prevaléncia da respostado tipo Thl, ao passo que, nos casos mais graves resposta do
tipo Th2 é mais proeminentemente observada (PINA et al., 2008, RESTREPO et al.,
2008).

Além dos subtipos Th mencionados, classificados por suas caracteristicas
fenotipicas e funcdes especializadas na imunidade, as células T também podem se
diferenciar em células Th1l7, uma linhagem de células distintas que produz vérias
citocinas e quimiocinas como TNF-a, IL-6, IL-21, IL-22, IL-17F e IL-17A (LIANG et
al., 2006; TRISTAO et al., 2017; ZAMBRANO-ZARAGOZA et al., 2014).

A liberagéo de citocina IL-6 mais TGF-p, além de IL-1, IL-21 induz a producao
de IL-17 (A e F) e IL-22 pelas células Th17 (ESPINOSA; RIVERA, 2011; KOLLS
DEAN SHEPPARD et al., 2017; MCGEACHY; CUA, 2008; ZHU; YAMANE; PAUL,
2010). Além de requerer vérias citocinas para sua diferenciacdo, as células Thl7
necessitam ainda da citocina IL-23 para manutencdo e expansdo de suas células
(VERMA et al., 2015; ZUNIGA et al., 2013). As células Th17 sdo descritas como um
braco do sistema imune que aumenta a protecdo do hospedeiro contra varias infeccoes
bacterianas intra e extracelular (GRAEBER; OLSEN, 2012). Além disso, as infeccdes
fangicas podem ser associadas a inducao da resposta imune Th17 pelo direcionamento de
mecanismos efetores, producdo de peptideos antimicrobianos (CHAN et al., 2009;
FERREIRA et al., 2014a; LIANG et al., 2006) e importante fatores para o recrutamento
e funcdo dos neutrofilos (LAAN et al., 1999; YE et al., 2001) e promocéo da resisténcia
a infeccio (HERNANDEZ-SANTOS; GAFFEN, 2012; PEREZ-NAZARIO et al., 2013;
ROMANI, 2011).

1.3 Terapéutica

A terapia para PCM inclui medidas de suporte as condigdes clinicas associadas ao
envolvimento de diferentes 6rgdos pela micose, além da terapéutica antifungica
especifica. Ao contrario dos outros fungos patogénicos, P. brasiliensis e P. lutzii sdo

susceptiveis a maioria dos agentes antifingicos sistémicos, mesmo derivados de
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sulfonamidas podem inibir seu crescimento. Varios antifangicos podem ser utilizados
para o tratamento desses pacientes, tais como anfotericina B, sulfamidicos (sulfadiazina,

associacao sulfametoxazol/trimetoprim), azélicos (cetoconazol, fluconazol, itraconazol).

Apesar da limitacdo das informagdes disponiveis em estudos comparativos com
diferentes esquemas terapéuticos, sugere-se o itraconazol como opc¢éo terapéutica que
permitiria o controle das formas leves e moderadas da doenca em menor periodo de
tempo. Pacientes com formas graves devem receber anfotericina B ou associagio
sulfametoxazol/trimetoprim por via intravenosa (SHIKANAI-YASUDA, 2015).

A duracdo do tratamento relaciona-se a gravidade da doenca e ao tipo de droga
utilizada. Usualmente, o tratamento € de longa duracdo, para permitir o controle das
manifestacdes clinicas da micose e evitar as recidivas (SHIKANAI-YASUDA et al.,
2006, 2017). A falta de adesdo ao tratamento é causa mais comum de falha na terapia
(Shikanai-Yasuda, 2015).

1.4 Peptideo (P10)

A vacinacao tem sido o esteio na prevencdo de varias doencas infecciosas mortais.
Historicamente, as formas inativada e viva-atenuada de patdgenos microbianos (virus,
bactérias, etc.) tem sido usadas para a indugdo de resposta antigeno especifica que proteja
0 hospedeiro contra infecgdes subsequentes (LI et al., 2014). Com base no patdgeno

utilizado, essas formulacdes podem conter algo entre dezenas a centenas de proteinas.

Entretanto, a imunidade protetora geralmente depende de algumas proteinas
selecionadas e a maioria delas sdo desnecessérias a indugdo da imunidade (LI et al., 2014).
Uma extensdo dessa logica poderia ser que, qualquer proteinas simples contém varias
centenas de epitopos antigénicos, dos quais a maioria ndo sdo necessarios; e alguns ainda
podem ser prejudiciais a indugcdo da imunidade protetora (LI et al.,, 2014). Estas
caracteristicas levaram ao interesse por vacinas peptidicas contendo apenas epitopos
capazes de induzir positivamente, resposta imune desejavel mediada por células B e T
(Lletal., 2014; SESARDIC, 1993).

Os peptideos usados nessas vacinas possuem sequéncias de 20 a 30 aminoacidos
que sdo sintetizados para formar uma molécula imunogénica representando o epitopo
especifico do antigeno (LI et al., 2014). Assim, uma vez que 0S epitopos sdo

determinantes imunogénicos dentro de proteinas maiores, esses peptideos, sao
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considerados suficientes para a ativagdo das respostas celular e humoral apropriadas,
enquanto elimina respostas alergénicas e/ou reatogénicas (BIJKER et al., 2007; Ll et al.,
2014; LIN et al , 2013).

Em PCM, um peptideo tem se destacado como candidato vacinal gerado a partir
de uma glicoproteina. Essa glicoproteina de 43.000 Daltons de massa (gp43), é secretada
exocelularmente por P. brasiliensis, tanto na fase micelial quanto leveduriforme, e foi
primeiramente descrita como uma proteina de adesao por sua capacidade de ligar se aos
componentes da matriz extracelular como laminina (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006,
SILVA et al., 2003, KONNO et al., 2012). A gp43 prejudica a ingestdo de P. brasiliensis
e a interacdo fungo-macrofago induzindo a desativacdo dessa célula (POPI; LOPES;
MARIANO, 2002).

A gp43 é o principal antigeno no diagnostico da PCM (DE CAMARGO et al.,
1988; MARQUES DA SILVA et al.,, 2003). Além de ser imunodominante para a
producdo de anticorpos, a glicoproteina também contém epitopos peptidicos que induzem
hipersensibilidade do tipo tardio (DTH), por este motivo, a molécula tem sido
extensivamente estudada como uma possivel candidata a vacina antifungica (TABORDA
etal., 1998).

A molécula foi purificada através de imunoafinidade cromatografica com
anticorpos monoclonais, seu gene foi sequenciado e os epitopos envolvidos na reatividade
imunoldgica foram analisados. Os estudos revelaram que a gp43 € um polipeptideo com
estrutura composta por 416 aminoacidos (CISALPINO et al., 1996).

A principal sequéncia da glicoproteina & induzir uma resposta imune protetora, é
um peptideo composto de 15 aminoacidos (QTLIAIHTLAIRYAN) designado P10 que
contém epitopos de células T CD4" restrito a MHCII capaz de instigar resposta imune
celular em camundongos da linhagem BALB/c e outros hapldtipos (TABORDA et al.,
1998). A imunizacéo utilizando o P10 induziu uma resposta protetora significativa contra
o fungo em modelos experimentais de PCM. O P10 induziu a produgéo de citocinas do
tipo Thl tais como IFN-y, TNF-a e IL-12, importantes para desencadear uma resposta
imune protetora no hospedeiro e poderia ser utilizado como adjuvante terapéutico no
tratamento quimioterapico contra infecgdes fungicas (TRAVASSOS et al, 2008;
BOCCA etal., 2013).
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Estudos realizados com P10 em modelo murino, demonstrou que a imunizagéo
subcutanea com o peptideo, em camundongos BALB/c infectados por via intratraqueal
com leveduras de Pb18 e tratados com drogas antifungicas e imunizados com o peptideo
P10, tiveram diminuicdo na carga fungica dos pulmdes; induziu resposta imune celular
com altos niveis de citocinas Thl, principalmente IFN-y; e impediu recidiva da doenca
(MARQUES et al., 2006). Em outro trabalho com o peptideo, camundongos (BALB/c),
imunossuprimidos com Dexametasona foram infectados com leveduras de Pbl8 e
imunizados com P10/CFA (adjuvante completo de Freund) e tratados com drogas
antifangicas. O estudo mostrou que o tratamento com antifingico aliado & imunizacéo
subcutanea com o peptideo, diminuiu a carga fangica nos pulmdes dos camundongos,

aumentou niveis de citocinas Thi, e evitou recidiva (MUNOZ et al., 2014).

HOLANDA et al., 2017, realizaram um estudo profilatico de PCM utilizando
vacina recombinante onde o peptideo foi incorporado a VPL (particulas tipo virus). Nesse
estudo foi utilizado dois candidatos vacinais com a mesma construcdo de VPL, ambas
contento o epitopo células T CD4" de P. brasiliensis (P10), com a por¢do C-terminal de
HBcAg (fusionado como uma sequéncia flanqueadora de alanina para o aminoacido 179
de HBcAQ). A primeira foi uma proteina purificada P10(Hiss) (rPbT) e a segunda foi um
recombinante vector adenoviral humano tipo 5/P10 (rAdPbT). Ambas construcdes
VPL/P10 levaram a uma diminuicdo tardia na carga fungica do pulméo dos camundongos
infectados (BALB/c).

A vacina recombinante induziu a producdo de altos niveis de citocinas pré-
inflamatérias das células T CD4* de memédria (fendtipo central e efetor) e verificaram
também uma baixa produc¢éo de IL-10 em todos 0s grupos imunizados com a construgao
derivada de P10. O estudo também mostrou que os camundongos imunizados com
adenovirus recombinante foram protegidos contra a disseminagao do fungo (HOLANDA
etal., 2017).

1.5 Adjuvante
Vacinas peptidicas sozinhas, mesmo aquelas que compreendem epitopos 6timos
para células B e T, sdo pobremente imunogénicas e requerem adjuvantes e sistema de

entregas apropriados para serem efetivas (LI et al., 2014). Varios sistemas foram
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estudados para entrega eficiente de peptideos candidatos vacinais. Sistemas de entregas
em particular, tem como objetivo sobrepor a deficiéncia do antigo adjuvante Alum (LI et
al., 2014).

O termo adjuvante (do latin adjuvare significa “ajudar’) descrito por Ramon como
“substancias usadas em combinacdo com um antigeno especifico e que produz resposta
imune mais robusta que o antigeno sozinho” (AWATE; BABIUK; MUTWIRI, 2013;
RAMON, 1924). Diversas classes de componentes sdo avaliadas como adjuvantes
incluindo sais minerais, produtos microbianos, emulsdes, saponinas, citocinas, polimeros,
micro particulas e lipossomas (AWATE; BABIUK; MUTWIRI, 2013; GUY, 2007).

Os lipossomas sdo compostos de fosfolipidios, que auto se associam, formando
esferas de bicamadas lipossdbmicas com um nucleo aquoso. Anfifilico de natureza, os
fosfolipidios resultam em uma concha polar em solucdes aquosas devido ao efeito
hidrofobico das cadeias acilas com o meio aquoso circundante. Essa formacdo é
termodinamicamente favoravel e reforcada pelas pontes de hidrogénio, forcas de van der
Waals e outras forgas eletrostaticas (ISRAELACHVILI; MARCELJA; HORN, 1980;
LASIC, 1998; PATTNI; CHUPIN; TORCHILIN, 2015).

Os lipossomas foram descritos pela primeira vez em 1961 (BANGHAM;
STANDISH; WATKINS, 1965) como vesiculas artificiais lipossdmicas, foram
reconhecidas e extensivamente utilizadas como sistema de entregas para farmacos
(KARMALI; CHAUDHURI, 2007), como micro reatores quimicos (LEMIERE;
CARVALHO; SYKES, 2015; SERCOMBE et al., 2015; V; AN, 2014) e como modelo
de sistema de biomembranas (MOURITSEN, 2011; ZYLBERBERG; MATOSEVIC,
2016).

A funcdo de entrega terapéutica dos lipossomas tem recebido novas abordagens
que levaram a estudos na construgdo dessas estruturas; a atencdo € direcionada aos
parametros biofisicos que podem ser manipulados pela alteracdo dos constituintes
fosfolipidicos da bicamada para melhor adequar o lipossoma a aplicacdo requerida. Essas
abordagens incluem: modificacdo da bicamada lipossdomica com anfifilicos adequados
para aumentar o tempo de circulacdo dos lipossomas, melhorar sua elasticidade ou
desenvolver complexo droga-lipideo covalentes que melhorarem a entrega de farmacos
(ZYLBERBERG; MATOSEVIC, 2016).
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Os surfactantes com base em quaternario de amoénio DDA (dioctadecildimetil
amonio), tem sido estudado como lipossomas, entre eles o DODAB (brometo de
dioctadecildimetil aménio) (Figura 3) um lipideo sintético anfifilico composto de um
grupo hidrofilico carregado positivamente (dimetil aménio) ligado a duas cadeias
hidrofobicas alquil de 18 carbonos cada uma. As vesiculas catidnicas de DDA tem sido
usadas como carreadores em sistema de entrega de drogas, bem como, adjuvantes para
vacinacdo com estabilidade coloidal maior que o Alum e com maior eficiéncia na
inducéo da resposta imune celular (CARNEIRO et al., 2015).

Como parte das subunidades vacinais, os lipossomas podem ser utilizados como
veiculos de entrega para antigenos. Baseado na suposicdo de que os lipossomas sao
capazes de entrega 0 antigeno as APCs e assim, aumentar a resposta imune antigeno-
especifica (COX; COULTER, 1997; SMITH KORSHOLM et al., 2007). Diferentemente
dos acidos nucleicos que precisam ser entregues no citosol em terapias génicas, 0s
antigenos nas subunidades vacinais devem ser degradados no compartimento endossomal
para serem apresentados em contexto de moléculas de MHC de classe 1l na superficie das
APCs (BANCHEREAU; STEINMAN, 1998; SMITH KORSHOLM et al., 2007). Nesse
contexto, as DCs sdo importantes por sua habilidade em estimular eficientemente reposta
imune primaria e estabelecer memaria imunolégica (SMITH KORSHOLM et al., 2007,
STEINMAN; POPE, 2002).

O mecanismo de acdo por tras do efeito do adjuvante de DDA foi atribuido a sua
habilidade de associar antigenos (HILGERS et al., 1985), prolongar a deposicao de
antigeno no sitio de injecdo (HENRIKSEN-LACEY et al., 2011) e aumentar aquisi¢do
celular do antigeno, talvez através da atividade da endocitose dependente de actina
(CHRISTENSEN et al., 2011; SMITH KORSHOLM et al., 2007).

Os fragmentos de bicamada de DODAB (BF) (Figura 3), foram utilizados como
adjuvantes para antigenos de Taenia crassiceps (18/14-tcra) e antigeno recombinante de
choque térmico hspl8/KDa de Mycobacterium leprae. Camundongos BALB/c fémeas
foram imunizados por via subcutanea no abdémen e desafiados com o antigeno puro no
coxim plantar 5 dias ap6s a imunizacdo. Foi avaliado entdo a DTH, quantificado os
niveis de citocinas e producdo de anticorpos. Os estudos mostraram que 0S grupos
imunizados com o antigeno associado ao adjuvante (DODAB BF) produziram

resposta imune celular
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protetora com producdo de altos niveis de citocinas pro-inflamatorias de perfil Thl e
producdo de anticorpos protetores 1gG (LINCOPAN et al., 2009a).

Estudos demonstraram que o nivel e a qualidade de protecdo da resposta imune
induzida pelos lipossomas de DDA podem ser extensivamente aumentados pela
incorporacdo de imunoestimuladores tais como monofosforil lipidio A (MPL), trealose
dibehenato (TDB), e Poly I:C (CHRISTENSEN et al., 2011).

1.6 a,0 Trealose 6°6 dibehenato (TDB)

A trealose dibehenato é um andlogo sintético da trealose dimicolato (TDM). As

cadeias longas e ramificadas da TDM (>60 carbonos) funcionam como importante fator
na resposta granulomatosa da micobacteria (CHRISTENSEN et al., 2011; HUNTER et
al., 2006a, 2006b; HUNTER,;
VENKATAPRASAD; OLSEN, 2006), classificando a TDM como inaceitavel no uso
clinico. Para a formacéo da TDB, duas cadeias ramificadas do acido micoélico (TDM)
foram substituidas por um &cido graxo saturado de 22 carbonos (behenil)
(CHRISTENSEN et al., 2011), que mostrou menor toxicidade in vivo enquanto retém a
acdo adjuvante (HENRIKSEN-LACEY et al., 2011; SAKURAI et al., 1989).

A composicao do lipideo cationico DDA com a trealose 6’6 dibehenato (TDB)
forma o lipossoma catiénico conhecido como CAFO0L1 (cationic adjuvant formulation)
estudado e produzido pela Statens Serum Institut, Dinamarca. (Figura 3) Embora as
propriedades adjuvantes dos lipossomas feitos apenas de DDA tenham sido descritas
desde a década de 60 (BANGHAM; STANDISH; WATKINS, 1965), a adicdo do
imunoestimulador TDB tem aumentando o potencial total dos lipossomas como
demonstrado com o0 CAF01 (DAVIDSEN et al., 2005; HOLTEN-ANDERSEN et al.,
2004).

A TDB é um potente adjuvante para vacinagéo induzindo perfil de resposta imune
Th1/Th17, a atividade adjuvante do DDA/TDB (CAF01) é caracterizada por uma robusta
resposta com producdo de altos niveis das citocinas IFN-y, IL-17 e baixos niveis de IL-5
(CHRISTENSEN et al., 2011). A TDB é reconhecida pelo receptor Mincle (receptor da
familia da lectina tipo C), que ativa cascata de sinalizacdo Syk-Card9 nas APCs
(CHRISTENSEN, 2017; DESEL et al., 2013; NORDLY et al., 2011; WERNINGHAUS
et al., 2009).
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Figura 3: Esquema ilustrativo dos lipossomas de DDA, DODAB e DDA/TDB.

V o =t r
DDA = gt —>

Vesiculas de DODAB Fragmentos de bicamada
de DODAB

SN LR Fase dgua

DDA

Fase 6leo

TDB

(A) llustracdo do DDA (brometo de dioctadecildimetil aménio) representando o &tomo de nitrogénio (parte
positiva) com 2 grupos metil e 2 grupos dioctadecil (parte negativa) (adaptado de Christensen et al., 2011), (B)
vesiculas de DODAB (DDA) formadas por auto associacao; e fragmentos de bicamada formados por método de
sonicacéo (adaptado de Carmona Ribeiro, 2014). (C) DDA e TDB (trealose dibehenato), o esquema ilustra a
interacdo entre ambos. A agua ndo forma pontes de hidrogénio com o quaternario de aménio, a incorporagao
da trealose dentro da membrana de DDA possibilita a ligacéo do hidrogénio entre a superficie do lipossoma e a

agua promovendo estabilizagéo do lipossoma (adaptado de D. Christensen, 2017).

A resposta imune protetora induzida pelo DDA/TDB em combinacdo com
subunidades proteicas tem sido extensivamente estudada em doengas como tuberculose
(AGGER et al., 2008; CHRISTENSEN et al., 2010; LINDENSTROM et al., 2009)
clamidia (AGGER et al., 2008; HANSEN et al., 2008; OLSEN et al., 2010; YU et al.,
2010) e influenza (BARNIER-QUER et al., 2013; ROSENKRANDS et al., 2011).

A maior parte dos estudos com DDA/TDB foram realizados com o antigeno
Ag85B-ESAT6 (H1) de Mycobacterium tuberculosis. Os estudos utilizaram
camundongos da linhagem C57BI/6, a rota de imunizacao foi subcutdnea com 3 doses em
intervalos quinzenais entre as doses, e re-estimulo das células sanguineas com o antigeno.

Os resultados mostraram altos niveis na produgéo de IFN-y, baixos niveis de IL-5, altos
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titulos de 1gG2b, e baixos titulos de 1gG1 que sdo caracteristicas da inducéo de resposta
Thl (DAVIDSEN et al., 2005). Os estudos com DDA//TDB e o candidato vacinal para
tuberculose avancaram e estudos sobre seguranca, tolerabilidade e imunogenicidade estdo
em fase | em trial clinico (NCT00922363).

1.7 a-galactosil ceramida

A o-GalCer (a-galactosil ceramida) é um glicolipideo derivado da esponja
marinha Anjelas mauritianos, que foi originalmente identificado como um componente
de atividade antitumoral. Esse glicolipideo é um potente agonista de células NKT,
levando a ativacdo e expansao dessas células, elicitando a producéo de citocinas pro-
inflamatdrias e regulatdrias (SULLIVAN; KRONENBERG, 2005) como IL-4, IFN-y e
IL-17 que exercem uma variedade de efeitos subsequentes em outras células do sistema
imune (TANIGUCHI et al., 2003).

As células NKT foram reconhecidas como linhagem de células separadas dos
linfécitos T convencionais por expressarem, concomitantemente, receptores da linhagem
de células NK (BENDELAC et al., 2007) receptor de células T invariante (TCR)
codificado pelos segmentos génicos Vald e Jal8 e VB8,7,2 em camundongos
(BENDELAC et al.,1997; KRONENBER et al., 2002; LANTZ et al, 1994; MATSUDA
et al., 2005). Esse TCR invariante é responsavel pelo reconhecimento especifico de
antigenos lipidicos complexados a molécula do tipo MHCI, CD1d (MATSUDA et al.,
2005; BENDELAC et al, 2007).

Devido a sua capacidade de potencializar diferentes respostas imunoldgicas, a o-
GalCer foi utilizada como adjuvante em estudos vacinais contra influenza, com base no
antigeno M2 (matrix proteica 2) proteina tetramérica transmembrana tipo Il altamente
conservada. Esse agonista potencializou a produgéo de 19G2a (induzida por citocinas do
tipo Thl), aumentou significantemente a porcentagem de linfoproliferacdo quando
comparada ao antigeno sem a utilizacdo de adjuvante, e levou a producdo de altos niveis

de citocinas pro e anti inflamatorias, como IFN-y, IL-12 e IL-4 (FOTOUHI et al., 2017).
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2 Justificativa

A utilizacdo de subunidades vacinais, como peptideos, sdo fracamente
imunogénicas. Esses antigenos necessitam da utilizacdo de um adjuvante que auxilie na
inducdo de resposta inflamatdria suficiente, para maturacdo de células dendriticas e
captura efetiva e apresentacao do antigeno. O banimento do CFA de estudos em animais
e humanos, devido seus efeitos nefrotoxicos e hepatotoxicos, estimularam a busca de
adjuvantes que sejam efetivos na entrega e indugdo de resposta imune protetora

desejada.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo geral

Avaliar a resposta imune provocada por diferentes complexos (DDA, CMC e
TDB) ao peptideo sintético P10 em camundongos das linhagens C57BL/6 (H2Y) e
BALB/c (H2% , que possuem resisténcia intermediaria a PCM, infectados com Pb18 no

modelo experimental de vacinacéo terapéutica a PCM.

3.2 Objetivos Especificos
1 Padronizar a associacdo de DDA, CMC e TDB ao peptideo P10, ajustando

concentracdo, carga superficial e diametro médio do complexo.

2. Avaliar perfil de citocinas do homogenato pulmonar dos camundongos infectados com
Pb 18 e imunizados com P10 complexado ao DDA, CMC e TDB.

3 Avaliar carga fungica nos pulmdes dos camundongos infectados e tratados com P10.

4. Avaliar as populagdes envolvidas na resposta imune nos pulmdes dos camundongos

infectados e tratados (células T CD4", CD8", macrofagos e células NK).
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4 Material e métodos

4.1 Animais

Foram utilizados para o estudo camundongos machos C57BI/6 e BALB/c, ambas
linhagens com resisténcia intermediaria a infeccdo com P. brasiliensis (CALICH et al.,
1985), com média de idade entre 6 e 8 semanas e com peso entre 25 e 30 gramas. Os
animais foram criados em condi¢des SPF (Specific Pathogen Free), no biotério da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo e mantidos no biotério de animais
de experimentacdo do Departamento de Microbiologia do Instituto de Ciéncias
Biomédicas Il da Universidade de Sdo Paulo. Para cada estudo, foram agrupados 5 a 6
animais, e todos os estudos foram realizados em triplicatas. O estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica no Uso de Animais do ICB/USP (CEUA/USP) registrado sob o n°
101/2014.

4.2 Sintese e Purificacdo do Peptideo (P10)

O peptideo P10 composto por 15 aminoacidos (QTLIAIHTLAIRYAN)
(TABORDA et al., 1998) sintetizado e purificado pela Aminotech (S&o Paulo, SP, Brasil)
com grau de pureza superior & 94% (confirmado por espectrometria de massa e HPLC).
A solucdo estoque (1000 pg/mL) foi preparada pela adicdo de 20% de DMSO (Sulféxido
dimetilo) Sigma (St Louis, MO, USA) e 80% de dispersante desejado, TRIS HCI 1mM
Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) ou NaCl 1mM; as aliquotas foram armazenadas em

freezer -20° C até a utilizacdo.

4.3 Carboximetilcelulose (CMC)

A carboximetilcelulose anidnica, viscosidade media, Sigma (St Louis, MO, USA),
foi gentilmente cedida pelo Laboratorio de Desenvolvimento de Vacinas ICBII/USP, e
foi preparada em uma concentragdo de 2mg/mL com solucdo de D-glucose 0,264mM com
pH 6.4. Para o experimento de imunizagéo foi utilizada a concentracdo de 0,0lmg/mL. A
CMC foi adicionada ao DODAB BF, e interacdo da solugdo ocorreu por 20 minutos, &
25°C (MELO; MAMIZUKA; CARMONA-RIBEIRO, 2010).
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4.4 Trealose dibehenato

A D-(+)-trealose 6,6 dibehenato (TDB) pd da Avanti Polar Lipids, foi adquirida
da Sigma (Alabama, USA). Estocada a -20° C, de acordo com instruc6es do fabricante,
quantidades desejadas foram pesadas no momento do preparo das vesiculas e adicionado
ao DDA.

4.5 Lipideo Catidonico (DODAB)

O lipideo catibnico DDA utilizado para o estudo foi o brometo de
dioctadecildimetil amonio (dioctadecyldimethilammnonium bromide (DODAB)),
adquirido pela Sigma Life Science (St Louis, MO, USA), com pureza de 98% (TLC).

4.6 a-galactosil ceramida

O glicolipideo a-GalCer foi cedido pelo Professor Dr. Alexandre de Castro Keller
do Laboratério de Imunopatologia Experimental (LIPE) do Departamento de
Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da Escola Paulista de Medicina (UNIFESP),

para o estudo foram administrados 2ug do glicolipidio.

4.7 Preparacao dos lipossomas

Os fragmentos de bicamada de DDA (DODAB BF) foram preparadas pela
diluicdo do DDA (2mM) em NaCl 1mM. Apos, a diluicdo, a solucdo passou por processo
de sonicagédo a 80-90mW, por 20 minutos a 70°C; em seguida, a solucéo foi resfriada a
temperatura ambiente, por fim centrifugada a 10000g por 1 hora (VIEIRA,
CARMONA-RIBEIRO, 2001).

Os lipossomas unilamelares de DDA foram preparados seguindo o método de
hidratacdo de filme (DAVIDSEN et al., 2005; FEITOSA; BARRELEIRO;
OLOFSSON, 2000), que consiste na diluicdo do DDA (5mg) e TDB (1mg) (5:1), emum
solugédo mista cloroférmio/metanol (9:1). O rotaevaporador foi utilizado para remoc¢éo do
solvente organico até a formagdo de um filme no fundo do frasco. As vesiculas

unilamelares formadas foram ent&o hidratas com tampédo TRIS 10mM (4 mL) resultando
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em uma solucdo de trabalho de concentragdo de 1,25/0,5mg/mL por 20 minutos a uma
temperatura superior a da fase de transicdo (Tm = 47°C) até a completa hidratagdo e
armazenada a 4°C (DAVIDSEN et al., 2005). Para cada estudo, o peptideo foi adicionado
as formulacBes apos o preparo das mesmas, o tempo de interacdo foi de aproximadamente
1 hora a 25°C (LINCOPAN et al., 2009a).

4.8 Determinagé&o do tamanho do lipossoma e potencial zeta

O diametro médio dos lipossomas, a polidispersdo e potencial zeta () foram
determinados utilizando o Zetasizer Nano ZS da Malvern, com laser de He com leitura
de 633nm, do Laboratorio de desenvolvimento de sistemas de liberacdo e nanofarmacos,

do departamento de Farmacologia do ICBI/USP.

Para as leituras, as amostras de fragmentos bicamadas foram diluidas em NaCl
1ImM (1:9) (LINCOPAN et al.,, 2009a) ou agua glicosilada a 0,264mM (MELO;
MAMIZUKA; CARMONA-RIBEIRO, 2010). Os lipossomas unilamelares foram
dispersos em TRIS 1mM pH:7,4 (DAVIDSEN et al., 2005), em uma dilui¢do de 1/300
(Hussain et al., 2014).

4.9 Eficiéncia de encapsulamento

A eficiéncia de encapsulamento (EE) dos lipossomas e antigeno (Wang et al.,
2017) foi estimada pela equacao (1).
antigeno total — antigeno livre

EE(%) = - x100% (1)
antigeno total

O antigeno livre foi separado dos lipossomas por ultracentrifugacdo e a
quantificacdo determinada pelo ensaio proteico de Qubit. Invitrogen (Thermo Fisher,
Eugene, Oregon, USA). Para a separagdo, as amostras (lipossomas e peptideo) foram
centrifugadas a 36000 rpm (100.000 x g, ultracentrifuge Beckman Coulter Optima XL-
100K, rotor type 70.1Ti) por 1 horaa 4° C, em seguida o sobrenadante contento o antigeno
livre foi colhido. A mensuragéo foi realizada utilizando 20uL das amostras em 180uL de
uma solucédo de trabalho (kit Qubit) incubadas por 15 minutos e realizada a leitura no

Qubit Fluorometer Invitrogen. As amostras utilizadas para o ensaio foram:
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- Tris ImM
- P10 (disperso em Tris 1mM)
- DDA/TDB (disperso em Tris 1mM)

- DDA/TDB/P10 (disperso em Tris 1mM)

4.10 Determinacéo da morfologia por microscopia eletronica de transmissao (MET)

A andlise morfoldgica dos lipossomas unilamelares de DDA/TDB foi realizada
utilizando o microscépio eletrénico de transmissao Jeol 1200EX com filamento LaB6,
operando em voltagem de 80kV, do laboratério de microscopia eletronica da Faculdade
de Medicina da USP (FMUSP). Para a andlise, as amostras dos lipossomas foram diluidas
em TRIS 1mM pH:7,4, em seguida, 10uL da amostra foi posicionada no gride de cobre e
seca a temperatura ambiente ( aproximadamente 2 minutos) em seguida, o excesso foi
removido com filtro de papel e adicionado 10uL de Uranila, a amostra permaneceu em
temperatura ambiente por aproximadamente 5 minutos, o excesso foi retirado com filtro

de papel e levado ao microscopio para leitura (DAVIDSEN et al., 2005).

4.11 Fungo e infecgdo

O isolado virulento P. brasiliensis (Pb18)(SINGER-VERMES et al., 1989), foi
utilizado para infectar os camundongos. O isolado foi mantido por passagens semanais
em meio solido Fava Netto 4 37° C (NETTO et al., 1969). Para o preparo do in6culo, as
leveduras foram cultivadas em meio BHI (Brain Heart Infusion) BD (Maryland, USA)
suplementado com 4% de SBF (soro fetal bovino) LCG (Cotia, SP, Brasil), Gentamicina
50.000mg (40pg/mL) Gibco (Grand Island, NY, USA); por 5 a 7 dias. As células fangicas
foram coletadas, lavadas com PBS (Tampao salina fosfato, pH:7,2) passadas através de
uma seringa de tubulina (1mL) conectada a agulha hipodérmica para dissociar 0s
agrupamentos celulares existentes e contadas em camara de Neubauer. A viabilidade foi
determinada por coloracédo de azul de Trypan (Sigma, St Louis, MO) e foi sempre superior
a 90% (MUNOZ et al., 2014).

Os camundongos C57BI/6 e BALB/c foram anestesiados por via intraperitoneal
com 300uL de uma solucao de Xylazina 2g/100mL, Ketamina 10g/mL em PBS. Depois

de anestesiados, 0s camundongos tiveram sua traqueia exposta, e foram infectados com
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50uL de uma solugdo contendo 3x10° leveduras de Pb18 por animal em PBS estéril. O

corte foi suturado e os animais ficaram em repouso até se recuperarem do procedimento.

4.12 Imunizacao

Os camundongos C57BI/6 foram imunizados via subcuténea na base da cauda, 30
dias apds a infec¢do. Foram analisados trés tipos diferentes de associacdo: na primeira
etapa foi realizado o estudo de diferentes concentracGes de DDA e P10; a segunda etapa,
diferentes concentracGes de DDA/CMC/P10 e entdo, o estudo de DDA/TDB/P10. Foram
realizados trés experimentos para cada etapa. Os animais receberam, por experimento, 3
imunizagdes com intervalos de 2 semanas entre elas. Ap6s 2 semanas da Ultima
imunizacdo, os animais foram sacrificados e os pulmdes, linfonodos popliteo e inguinal
foram retirados para as analises. Para cada experimento foram utilizados grupo sham
(ndo infectado, ndo traumatizado pela cirurgia) ou PBS (ndo infectado) e grupo
infectado (sem tratamento) como controle (0s grupos experimentais foram descritos em

cada sessdo do trabalho).

Os experimentos realizados avaliando a imunogenicidade do peptideo P10 em
associagao ao o-GalCer, foram realizados com a linhagem BALB/c. A infec¢do dos
camundongos foi realizada conforme 4.10. Trinta (30) dias apés a infeccdo, os
camundongos foram imunizados via intranasal com uma solu¢do de o-GalCer 2ug
associado a sucralose como veiculo, ou solugdo de a-GalCer 2ug/P10 20pug em 20 pL
com veiculo foi utilizado PBS estéril. Os animais receberam 10 uL de cada solucdo em
cada narina. Os grupos foram divididos de acordo com o experimento realizado: grupo
controle PBS, grupo infectado, grupo imunizado coml dose de a-GalCer, grupo
imunizado com peptideo P10 e grupo imunizado com uma dose de a-GalCer e 3 doses de
P10.

4.13 Tratamento antifungico

O tratamento antifngico foi realizado trinta dias apo6s a infeccdo. A droga
escolhida foi Bactrin (sulfametoxazol 15mg associada a trimetoprima 3mg/Kg de
animal). O sulfametoxazol foi utilizado no tratamento associado ao a-GalCer para avaliar
recidiva dos animais ap0s o regime antifangico. A droga foi diluida em solugéo
fisioldgica hospitalar estéril a 0,9%, e foram administrados 300uL via intraperitoneal nos

animais por 21 dias consecutivos (MUNOZ et al., 2014) concomitante ao regime de
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imunizacdo escolhido. Os animais foram sacrificados em dois intervalos de tempo: 52 e

2 dias apos a infeccao.

4.14 Imunosupressao

Os camundongos BALB/c foram submetidos ao regime de imunossupressao para
avaliar o efeito do agonista o-GalCer nessas condicGes. Para a inducdo da
imunossupressao foi utilizada Fosfato de Dexametasona (Sigma, St Louis, MO, USA). O
corticoide foi adicionado a 4gua dos animais 20 dias antes da infeccéo e foi mantida até
o0 dia do sacrificio, 60 dias ap6s a infeccdo. Assumindo se 0 peso médio dos animais, e
ingestdo de agua diaria de aproximadamente 5mL por animal, a dose de Dexametasona
calculado foi 0,15mg/kg animal, o grupo PBS (controle ndo infectado) nédo foi
imunossuprimido. Os animais imunossuprimidos foram tratados com 1 (uma) dose Unica
de a-GalCer 2ug e a-GalCer 2ug/P10 20ug (1 dose de glicolipideo e 3 doses de peptideo

em intervalos semanais) por via intranasal.

4.15 Linfoproliferacéo

Foi realizado o ensaio de linfoproliferagdo dos linfonodos popliteos e inguinais, e
cervicais dos camundongos infectados com Pb18 e imunizados. Uma aliquota de 3x10’
células viaveis em 1mL de meio RPMI1640 LCG (Cotia, SP, Brasil) simples a
temperatura ambiente em tubo conico, foi separada para a marcagdo com CFSE
(carboxyfluorescein succinimidyl ester) Invitrogen (Thermo Fisher, Eugene, Oregon,
USA). As ceélulas foram centrifugadas (300g, 10 minutos, 4°C), descartado o
sobrenadante e foram ressuspendidas em PBS com 2% de SFB. Foi adicionado 0,5uL de
CFSE 5mM (QUAH; WARREN; PARISH, 2007), ao abrigo da luz, e acondicionado em
estufa & 37° C por 10 minutos. Apos essa etapa, a reacao foi parada adicionando 2mL de
soro fetal bovino desativado gelado. E em seguida foi adicionado 4mL de meio RPMI
1640 simples e a suspensédo foi mantida em gelo por 5 minutos. As células foram entéo
lavadas duas vezes com meio RPMI simples (300 x g, 10 minutos) e por fim ressuspensas

em meio RPMI11640 suplementado.

Depois deste processo, as células foram contadas novamente em camara de
Neubauer com solucdo de Trypan (diluicdo 1:10). A concentracdo celular foi ajustada

para 3x10° células em 1mL de meio RPMI1640 suplementado. Desta solugdo foi
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plaqueado 100uL (3x10° células) por pogo. As células do controle positivo estimuladas
com mitégeno Concanavalina A (lectina, indutora da ativacdo de células T) Sigma (St
Louis, MO, USA) em uma concentracdo final de 4pg/mL. Como controle negativo foram
utilizadas células ndo marcadas e, como estimulo foi utilizado P10 em uma concentracéo
final de 20pg/mL (TABORDA et al., 1998). O volume final de cada pogo foi de 200ul.
A placa foi envolvida em papel aluminio, acondicionada em estufa a 37° C, 5% de CO>

por 3 (trés) dias. Os controles utilizados para o ensaio foram:

- linfocitos em meio RPMI suplementado

- linfdcitos marcados com CFSE

- linfdcitos estimulados com ConA

- linfocitos marcados CFSE e estimulados com ConA (controle positivo)
- linfocitos marcados com CFSE e estimulados com P10 (20ug/mL)

Ap0s a incubacdo, as placas foram centrifugadas, 300 g por 10 minutos a 4° C. As
células foram marcadas para citometria. Como marcador de viabilidade LIVE/DEAD
Pacific blue (Thermo Fisher) ou BD Horizon (San Diego, USA), e a leitura realizada no
citbmetro LSRFortessa da BD (Becton Dickinson, San Jose, CA) no Laboratério de

Desenvolvimento de Vacinas do ICB/II.

4.16 Avaliacdo do tratamento por meio da determinacéo da carga fungica

Apbs sacrificio, os pulmdes dos camundongos foram extirpados, e imediatamente
pesados. Uma parte dos pulmdes teve o tecido rompido em PBS com auxilio de um
macerador manual em 2mL de volume de PBS. Desta solu¢do, 100uL foram plaqueados
em meio Brain Heart Infusion (BHI) suplementado com 4% de soro fetal bovino LCG
(Cotia, SP, Brasil) e 5% de filtrado de cultura do isolado 192 de P. brasiliensis (SINGER-
VERMES et al., 1992), 1% de estreptomicina e penicilina Sigma (St Louis, MO). As
placas foram mantidas a 37 ° C por um periodo de 7 a 15 dias. O numero de coldnias
foram contadas e os resultados expressos em unidades formadoras de col6nia (UFC) por
mililitro (MUNOZ et al., 2014).
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4.17 Isolamento das células pulmonares

Em outra etapa do estudo com DDA/TDB, os pulmdes foram retirados e lavados
com PBS (1X) estéril, acondicionado em placa de Petri com meio RPMI 1640 (2mL),
picados em cortes de aproximadamente 1mm com auxilio de pincas e tesouras estéreis e
incubados com 2mL de meio de digestdo (2mg Collagenase tipe IV Gibco (Grand Island,
NY, USA) e 50 Ui DNase I Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) a 37° C e agitacdo constante
por 1 hora. A reacdo foi parada com 1mL de SFB inativado gelado. Para que ocorresse a
dispersdo das células das partes digeridas, a suspensdo foi passada atraves de seringa de
10mL por 10X. Depois desse processo, a suspensdo celular foi transferida para tubo
conico de 50mL acoplado com cell strainer (100um) para remog¢ao dos debris. A
suspenséo foi re transferida para tubo conico de 15mL e centrifugada a 300 x g, 5 minutos
a 10°C. O sobrenadante foi retirado, as células homogeneizadas e lisadas com 1mL de
tampao de lise (NH4Cl 0,144M, TRIS base 0,0169M, pH7.4) incubadas a temperatura
ambiente por 1 minuto e em seguida a reagéo foi parada com PBS 1X suplementado com
10% de SFB inativado, centrifugado a 300 x g por 5 minutos a 10°C, o sobrenadante foi
descartado e adicionado 1mL de meio RPMI 1640 suplementado com 10% de SFB
inativado e 10pg/mL de gentamicina, as células foram mantidas em ambiente refrigerado
(4°C) até o processo de marcacdo de citometria de fluxo (AMARAL et al., 2014).

4.18 Analise histopatoldgica dos pulmdes

Uma fracdo dos pulmdes (I6bulo esquerdo) foi coletada e fixada em formalina
(Merck, Alemanha) 10% e enviada para preparacdo no laboratério de Histologia do
Departamento de Imunologia da Universidade de S&o Paulo. Os fragmentos foram
embebidos em parafina e cortados na espessura de 4 a 5 um e corados com hematoxilina-
eosina (H.E.) para identificagdo. As imagens para a analise morfométrica foram
adquiridas em microscopio invertido (Zeiss Primovert, Gottingen, Germany) acoplado ao
sistema de camera digital (Axiocam 105 color, Seiss) e processado pelo software
ZENcore (Zeiss) no Laboratdrio de Imunobiologia da interacdo Leishmania-macrofago

do Departamento de Parasitologia do ICBII/USP.
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4.19 Quantificacao dos niveis de citocinas do homogenato pulmonar pelo método de
ELISA

A dosagem dos niveis de citocinas foi realizada quantitativamente pelo método de
ELISA (do inglés, Enzyme-Lynked Immunosorbent Assay) de captura seguindo instrugdes
do fabricante BD (Pharmigen, San Diego,CA) para as citocinas IFN-y, IL-12, IL-4, IL-6,
IL-10, TNF-a, para dosagem da citocina IL-17 foi utilizado o kit ELISA Max, Biolegend
(San Diego, CA). As placas foram sensibilizadas com 100 pl dos anticorpos de captura e
mantidas a 4 °C overnight. Apos este periodo foram lavadas com PBS-Tween 20 0,05%
e blogueadas com 200 ul de Assay Diluent (PBS-10% Soro Fetal Bovino) por uma hora,
a temperatura ambiente. Em seguida, foram novamente lavadas e adicionados aos pogos
100 ul das amostras (sobrenadante do homogenato pulmonar) ou das citocinas
recombinantes de camundongos (padrdo), realizando-se as dilui¢cbes necessarias e as
placas foram incubadas a temperatura ambiente por duas horas. Apos esse periodo, foram
novamente lavadas com PBS — Tween 20 0,05% e adicionados 100 ul do conjugado,
composto dos anticorpos de deteccdo e a enzima. Assim, as placas foram incubadas por
uma hora, a temperatura ambiente. Em seguida, foi realizada a lavagem da placa e
acrescentado 100 pl do substrato da enzima (TMB substrate reagent — BD Pharmingen,
San Diego). As placas foram incubadas no escuro, a temperatura ambiente por trinta
minutos e a reacdo foi parada com 30 pl/pogo de H2SO4 2N. A leitura foi realizada no
espectrémetro para microplacas EPOCH 2 da Biotek Instruments (Winooski, VT, USA)

equipado com software Gen5 3.03 Biotek, no comprimento de onda de 450 e 570 nm.

4.20 Citometria de fluxo para caracterizacdo das populagoes celulares

As células obtidas dos pulmdes camundongos C57BI/6 tiveram sua concentracao
ajustada para 3x108. Foram entdo centrifugadas a 400 g, 10 minutos & 4 °C, o sobrenadante
foi descartado e o pellet homogeneizado e adicionado 30uL de uma solucéo de Live/Dead
BD Horizon (San Diego, USA) em seguida a placa foi incubada a temperatura ambiente
por 30 minutos, adicionado 200uL de tampd@o FACS, centrifugado e descartado o
sobrenadante; o pellet foi homogeneizado e foi adicionado Fc block CD16/CD32 BD (San
Diego, USA) a placa permaneceu incubada a temperatura ambiente por 30 minutos, em
seguida foi adicionado 200uL de tampao FACS, centrifugado e descartado o
sobrenadante. Em seguida, o pellet foi homogeneizado e adicionado os marcadores de

anticorpos desejados a identificagcdo das células, para identificacdo das APCs foi utilizado
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anti-CD45 Pe-Cy5, anti-CD11b Pe-Cy7, anti-CD11c BV711, anti-CD24 BV605, anti-
CD64 BV786, anti-CD38 FITC (identificacdo de macrofagos M1), anti-EgR2
(identificacdo de macrofagos M2), anti-CD86 PerCP e anti-CD80 Pe (Figura 4). Para
identificacdo de linfdcitos foi utilizado o mix de marcadores: anti-CD45 Pe-Cy5, anti-
CD3 APC-C7, anti-CD4 FITC, anti-CD8 PerCP, anti-CD49b Pe, anti-NKp46 APC
(Figura 5), todos os marcadores utilizados foram adquiridos na BD (Pharmingen, San
Diego, USA). As placas foram incubadas a 4° C por 30 minutos protegidas da luz, ap6s
esse periodo foi adicionado 200uL de tampdo FACS, as amostras foram entdo
centrifugadas e o sobrenadante descartado. Por fim, foi adicionada as amostras 200uL
de solucdo de PFA 1% (paraformaldeido) homogeneizadas e mantidas em refrigeracédo
(4°C) até o momento da leitura no citbmentro LSRFortessa BD, no Laboratorio de
desenvolvimento de vacina ICBII/USP.
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Figura 4: Fluxograma das estratégias utilizadas para fenotipagem das populagoes pulmonares.
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As populag@gggg{!g?am foram identificadas prime:ﬁtmenmmor tamanho (FSC) e granulosidade (SSC), em seguida
foram exclidos os doublets (células ligadas) (FSHXFSC), posteriormente a identificagdao das células vivas utilizando
marcador de viabilidade (LIVE/DEAD). Em seguida ocorreu a identificagdo da populagdo leucocitaria (CD45), células
positivas para CD11b, negativas para CD11c, negativas para CD24 e positivas para CD64, por fim identificagcdao do
fenétipo dos macréfagos M1 (CD38) e M2 (EgR2) e dessas populagdes, células com moléculas co-estimulatdrias

ativadas CD80 e CD86.



Figura 5: Fluxograma de estratégias identificagcdo das populacdo de linfocitos.
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Os linfécitos foram identificados primeiramente por tamanho (FSC) e granulosidade (SSA), foram excluidos os

doblets (FSC x FSH), identificada as populag¢des leucocitarias (CD45) e identificagdo dos linfécitos utilizando

marcador CD3, a populacéo de células CD4*e CD8* foram identificadas e por fim as células NK (CD3).

Para a aquisigdo foram adquiridos aproximadamente 150000 eventos. Os

anticorpos utilizados foram titulados anteriormente em células provenientes do pulméo e

foi utilizado uma dilui¢do de 1:100 ou 1:50 dependendo do anticorpo.

4.21 Analises estatisticas

Os resultados foram analisados utilizando se o software GraphPad Prism 5.0

(GraphPad Inc., San Diego, CA) e a anélise de variancia (ANOVA) seré realizada seguida

do pos-teste de Tukey. O resultado foi considerado significativo quando o p < 0,05.
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5 Resultados

Os resultados deste trabalho foram divididos em 4 capitulos de acordo com o

estudo realizado:

analise do complexo DDA e P10;
e analise da construcdo supramolecular DDA/CMC/P10

e andlise da incorporacdo da trealose no lipossa de DDA e adsor¢do do peptideo
P10

o efeitodoagonista a-GalCer sobre a imunizagdo com peptideo P10
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6. Capitulo 1 — Analise do complexo DDA/P10

6.1 Propriedades fisicas do arranjo DDA/P10

Os lipossomas catiénicos de DDA, rompidos pelo método de sonicagédo
(LINCOPAN et al., 2009b) em solugéo de NaCl 1mM (BF) (MAYORGA et al., 2012),
foram estudados em diferentes concentracdes associados ao peptideo P10, para avaliacao
da estabilidade do complexo utilizando parametros como tamanho (Dz), polidispersao

(Pdi) e potencial zeta (). Os resultados obtidos deste método estdo descritos na tabela 1.

Tabela 1: Determinagdo do diametro, polidispersdo (Pdi) e potencial zeta ({) do arranjo formado pelo lipideo
cationico (DDA) e pelo peptideo P10, pelo método de sonicagdo e formagdo de fragmentos de bicamada (BF)
dispersos em solugao de NaCl 1mM pH:7,2.

Descricéo Dz (nm) Pdi ¢ (mV)
DDA 2Mm 67,88+2,1nm | 0,320 +36+1,3
P10 100pg/mL 950,4+4,7 nm 1,00 -4,4+3,4
DDA 0,1mM/P10 10pg 171,421 nm | 0,517 +17,741,2
DDA 0,2mM/P10 10ug 128+2,8 nm 0,421 +2242,1
DDA 0,3mM/P10 10pg 84,61+2,3nm | 0,454 +16,9+2,4
DDA 0,4mM/P10 10ug 83,58+2,1nm | 0,363 +20,3+1,2
DDA 0,5mM/P10 10ug 79,5742,3nm | 0,390 +16,9+1,7
P10 200pg/mL 901,645,7nm | 0,951 +14,9£3,1
DDA 0,1mM/P10 20ug 396,8+2,1nm | 0,789 +20,141,2
DDA 0,2mM/P10 20pg 178,9+2,4nm | 0,456 +17,5+1,9
DDA 0,3mM/P10 20pg 128,1+2,3nm | 0,468 +18,8+1,8
DDA 0,4mM/P10 20ug 91,48+1,7nm | 0,479 +18+2,1
DDA 0,5mM/P10 20ug 98+1,3 nm 0,540 +18,8+2,7
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Como representado, o lipideo catiénico a concentracdo de 2mM apresenta Dz de
= 67,88 nm, e é positivamente carregado, com £ = 36 mV, com baixa Pdi = 0,320. O
peptideo P10 possui pl (ponto isoelétrico) muito alto, cerca de 9,123

(http://isoelectric.org/) conferindo carga positiva a estrutura. Em dispersdo de NaCl 1mM,

0 peptideo apresentou comportamento neutro com Dz = 950,4 nm, Pdi=1e { =-4,4AmV
a concentracdo de 100ug/mL. Quando a concentracdo do peptideo foi aumentada a
200pg/mL o comportamento do ¢ mudou, e a caracteristica do peptideo tornou se

catidnica (+14,9 mV).

A partir dos dados obtidos das particulas de DDA e P10, foram formados os
arranjos pela simples interacdo de ambos [20 minutos, em temperatura ambiente (25°C)]
em diferentes concentracGes. Os resultados da formacé&o dos arranjos podem ser vistos na
tabela 2, onde os arranjos a baixas concentragdes de DDA mostraram grande instabilidade
conferida pelo Dz e Pdi de altos valores (Dz entre 396,8 a 128 nm, Pdi entre 0,789 a
0,517). Por outro lado, concentracdes maiores de DDA mostraram interacGes melhores
entre este e o peptideo, as concentracbes acima de 0,3 mM de DDA formaram complexos
cujo Dz possui valores abaixo de 90 nm para concentracdo de 10ug/mL de P10 e abaixo

de 130 nm na concentragdo 20ug/mL de P10, e Pdi abaixo de 0,5.

Os arranjos formados pelas concentracdes de 0,3 mM, 0,4 mM e 0,5 mM de DDA
e peptideo a concentracdo de P10 10ug/mL e 20ug/mL foram selecionados por
apresentarem maior estabilidade do complexo segundo analise do diametro médio, Pdi e

. Os grupos utilizados nos estudos foram ent&o:

- grupo sham (n&o infectado)

- grupo infectado

- grupo imunizado com CFA/P10 20 ug (CFA — Adjuvante completo de Freund)
- grupo imunizado com DDA 0,3mM/P10 10ug

- grupo imunizado com DDA 0,4mM/P10 10ug

- grupo imunizado com DDA 0,5mM/P10 10ug

- grupo imunizado com DDA 0,3mM/P10 20ug

- grupo imunizado com DDA 0,4mM/P10 20ug

- grupo imunizado com DDA 0,5mM/P10 20ug


http://isoelectric.org/
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6.2 Determinacédo da carga fungica nos pulmdes dos camundongos imunizados com
DDA/P10
Trinta dias apos a infec¢édo, o tratamento com DDA/P10 foi iniciado (DDA 0,3,
0,4¢0,5mM e P10 10 e 20ug/mL), os camundongos C57B1/6 foram imunizados com 3
doses em intervalos semanais entre elas. Aos 51 dias apds a infeccdo foi realizado o

sacrificio e analisado o nimero de leveduras viaveis dos pulmdes dos animais.

Figura 6: Contagem de UFCs dos pulmdes dos camundongos C57BI/6 imunizados com DDA/P10.

UFC pulmao
200000+

*kk

150000

100000+

50000+

UFC/g de tecido pulmonar

0-

Para determinagao da carga fingica uma parte do homogenato pulmonar foi plaqueado em
meio BHI suplementado, e acondicionado em estufa a 372 C por 10 a 15 dias. Como controle
positivo foi utilizado um grupo tratado com P10 associado ao CFA (Adjuvante Completo de
Freund), os grupos foram formados por diferentes concentragées crescentes de DDA (0,3mM
- 0,5mM) e P10 (10 a 20@g) (*=P<0,05 e ***P<0,0001, em relagdo ao grupo controle

infectado).

A figura 6 apresenta o resultado da contagem das UFCs; a imunizagéo feita com
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arranjos de DDA/P10 ndo induziu resposta imune protetora suficiente que levasse a

diminuicdo da carga fangica nos pulmdes dos animais infectados e tratados. O grupo
controle imunizado com CFA/P10 apresentou himero menor de células viaveis, mas sem
significancia estatistica. O mesmo resultado foi observado no grupo tratado
comconcentragdo DDA 0,3mM/P10 10ug/mL. O aumento nas concentracdes do
adjuvante e do peptideo ndo induziram resposta imune protetora contra a infeccéo
fangica, ao contrario, parecem ter favorecido o aumento das UFCs em comparagdo ao

grupo controle infectado com significancia estatistica de 0,05 e 0,0001.

6.3 Quantificacdo dos niveis de citocinas no homogenato pulmonar

Os niveis de citocinas do homogenato pulmonar foram quantificados pelo método
de ELISA. Entre 0 mileu de citocinas existentes, 4 foram selecionadas para avaliar o
direcionamento da resposta imune pelo arranjo DDA/P10: IL-4, IFN-y, IL-10 ou IL12p70
(figura 7).

Os niveis de citocina IL-12p70, ndo tiveram diferencas estatisticas entre 0s
grupos tratados O grupo controle infectado e o grupo positivo tratado com CFA
apresentaram baixos e altos niveis da citocina respectivamente. Todos os grupos tratados
com DDAJ/P10 tiveram alteragdes nos niveis da citocina; mas nenhum apresentou

diferenca estatistica quando comparados ao grupo sham.

A imunizacdo realizada com DDA/P10 ndo alterou os niveis de citocina 1L-4
(Th2), no controle positivo (imunizado CFA/P10) os niveis da citocina foram mantidos,
e 0 grupos imunizados com o arranjo DDA/P10 tiveram discreto aumento nos niveis.
Porém, ndo foi detectada diferenca estatistica. Os niveis de IL-10 também nao
apresentaram alteracGes considerdveis; o tratamento administrado com DDA
0,3mM/P10 20ug foi a Unica concentracdo de DDA/P10 a apresentar diferenca estatistica

superior as demais concentragdes e aos grupos controles.

Os niveis de citocina IFN-y ndo sofreram alteracdo com os tratamentos realizados,
0 grupo tratado com DDA 0,5mM/P10 20pg, apresentou diferenca estatistica quando
comparado ao outro sham, porém, os niveis da citocina foram similares em todos 0s

grupos inclusive no grupo infectado.
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Figura 7: Determinagdo dos niveis de citocinas do homogenato pulmonar dos camundongos

C578Bl/6 imunizados com DDA/P10.
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Quantificagdo dos niveis das citocinas tipo 1 (IL-12 e IFN-R) e tipo 2 (IL-4 e IL-10) do homogenato

pulmonar dos camundongos C57BI/6 infectados com Pb18 e imunizados com arranjo molecular

DDA/P10 em diferentes concentracées do adjuvante (0,03mM - 0,05mM) e peptideo (10 - 20Eg).

Os resultados foram expressos em picograma por mL (pg/mL) (*P<0,05).
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6.4 Analise histopatoldgica das lesdes pulmonares

Foi realizada a analise histopatoldgica dos pulmdes dos camundongos C57BI/6 e
avaliado a extens&o da infeccéo e eficiéncia do tratamento com DDA/P10. Na figura 8
sdo mostradas as secc¢des dos pulmdes corados com Hematoxilina-Eosina (H.E.).

A fotomicrografia observado do grupo sham (A) apresenta preservada estrutura
pulmonar, auséncia de infiltrado celular e macréfagos. O grupo infectado (B), a
fotomicrografia apresenta grande quantidade de infiltrado linfo-histiocitario e
mononuclear com grandes areas de condensacdo, granulomas bem estruturados com
presenca macica de histiocitos epitelidides, presenca de leveduras no interior dos
granulomas, e dispersas pelo parénquima. O grupo CFA/P10 (C) apresenta granulomas
com maior quantidade de histiocitos epitelidides e estruturas mais compactas, com maior
preservacdo da estrutura do parénquima pulmonar e menor quantidade de fungos

dispersos.

O grupo imunizado com DDA 0,3mM /P10 10pg (D) apresentou lesdes mais
extensas, ocupando grande espaco do parénquima pulmonar, granulomas confluentes,
presenca de infiltrado linfo-histiocitario e mononuclear. Por outro lado, os grupos 0,4mM
e 0,5mM (E e F), apresentaram lesdes extensas, granulomas frouxos com grande
quantidade de leveduras presente, infiltrado linfo-histiocitario e mononuclear denso.

Os grupos 0,3mM e 0,5mM de DDA/P10 20ug (G e I), apresentaram lesdes
maiores, menor nimero de granulomas estruturados, presenca macica de infiltrado linfo-
histiocitario formando areas densas, quantidade exuberante de infiltrado mononuclear,
pouca preservacdo da estrutura do parénquima pulmonar e grande quantidade de
leveduras presentes fora dos granulomas. Apenas o grupo tratado com DDA 0,4mM /P10
20ug, apresentou lesdes mais controladas com maior preservagdao do parénquima e

granulomas mais compactos.
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Figura 8: Analise histopatoldgica dos pulmées dos camundongos C57BI/6 imunizados com DDA/P10

Fotomicrografia das sec¢bes dos pulmdes esquerdo dos animais embebidos em parafina e corados
com Hematoxilina-Eosina (aumento 10x). Na linha superior da esquerda para a direita estdo os
grupos (A) sham, (B) infectado, (C) CFA/P10, controles para o experimento. Os grupos 0,3mM,
0,4AmM e 0,5mM de DDA complexados com P10 10ug (D-F), presentes na linha do meio e por fim, os
grupos com concentragdo de DDA 0,03mM, 0,4mM e 0,5mM complexados com P10 20ug (G-1) na

linha inferior. A seta indica a posi¢cao do granuloma.

6.5 Linfoproliferacdo
Para o ensaio de linfoproliferacdo, foram utilizadas diferentes concentra¢bes do
peptideo P10 como re-estimulo, e analisado o efeito dose-dependente sobre os linfocitos;

0 resultado desse ensaio pode ser visto na figura 9.

O peptideo teve capacidade de induzir a proliferacdo dos linfécitos em todas as
concentracOes utilizadas. O ensaio verificou a habilidade das células em proliferarem

frente ao re-estimulo indicando presenca de linfocitos T CD4". As concentragdes acima
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de 5pg/mL de peptideo exibiram melhores resultados no ensaio, visto pelo grupo controle

positivo CFA/P10 que proliferou em todas elas (5, 10 e 20pug/mL).

Dos grupos tratados com o complexo DDA/P10, apenas o grupo DDA
0,3mM/P10 10ug, teve capacidade de proliferacdo em todos as concentracdes, porém a

concentragdo de 20pug/mL os resultados foram mais expressivos.

Figura 9: Ensaio de linfoproliferagdo dos linfécitos popliteos e inguinais dos animais C57BI/6
imunizados com DDA/P10.
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Os linfocitos murinos retirados dos linfonodos popliteos e inguinais dos animais C57BI/6

infectados com Pb18 e imunizados (CFA e diferentes concentra¢cdes DDA/P10) foram cultivados em

meio RPMI suplementado por 72 horas a 37°C, 5% CO2. Como estimulo foram utilizadas diferentes

concentragbes de P10 (1 a 20ug/mL) e controle positivo foi utilizado o mitégeno ConA & uma

concentracdo de 4Bg/mL (*P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001 e ****P<0,0001).
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7.Capitulo 2 — Analise da construcdo supramolecular
DDA/CMC/P10

7.1 Propriedades fisicas do arranjo DDA/CMC/P10

Diante da baixa estabilidade e imunogenicidade do complexo DDA/P10, novos
estudados foram conduzidos buscando melhorar a estabilidade entre os arranjos e eficécia
na captura do peptideo pelas APCs, tentando alcancar resposta imune protetora desejada.
Estudos conduzidos por Melo et al., 2010 levaram a formacao de arranjos compostos por
DDA, na forma de fragmentos de bicamada (BF), revestido pelo polieletrélito aniénico,
carboximetilcelulose (CMC), formando estruturas supramoleculares por auto associacéo
em processo conhecido como Layer-by-layer (LbL) por atracdo eletrostatica entre as
camadas de cargas opostas (MELO; MAMIZUKA; CARMONA-RIBEIRO, 2010).

Sabendo se déa caracteristica catiénica do lipideo e aniénica do polimero, foram
construidas estruturas de DDA/CMC e avaliado, a estabilidade do sistema e a ele
incorporado o peptideo P10. Inicialmente, foram selecionadas trés concentracGes de DDA
para avaliar diferencas de carga e tamanho da estrutura em associacdo com CMC, as
concentragdes de DDA foram: 0,01mM a 0,05mM, e as concentragdes de CMC variaram
de 0,01mg a 0,05mg. As leituras realizadas (representadas na tabela 2), mostraram que 0s
fragmentos de bicamada de DDA dispersos em solucdo isotbnica 0,264mM, sdo
positivamente carregados com Dz = 68,4 nm, { = 48,6 mV e Pdi 0,232. O polimero
anionico (CMC) disperso na mesma solucdo a concentracdo de 0,1mg/mL, apresentou
potencial { negativo = -41 mV, didmetro médio Dz = 1276 nm e Pdi = 0,821.

Os fragmentos de bicamada foram entdo envolvidos pelo polimero e as
construcdes analisadas. Os arranjos apresentaram caracteristicas aniénicas proporcionada
pelo polimero; a 0,01mM de DDA o aumento na concentracdo de CMC diminuiu a carga
superficial do complexo proporcionalmente ao aumento da concentragdo (-34 mV a -63
mV) as concentragdes de 0,03mM e 0,05mM tiveram comportamento inverso, 0 aumento
na concentragdo de CMC aumentou a carga superficial do complexo (-75 mV a -48 mV,
e -80 mV a -68 mV). Ja o comportamento do tamanho (Dz) foi parecido em todas as
concentragdes, aumentando proporcionalmente ao aumento da concentracdo de DDA e
CMC; variando de 81nm a 470 nm a 0,03mM de DDA; 120 nm a 630 nm & 0,04mM de
DDA e 130 nm a 670 nm a 0,0omM de DDA. O Pdi aumentou proporcionalmente ao

aumento na concentracdo de CMC variando de 0,34 a 0,75.
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Este resultado nos levaram a escolha de trés arranjos para a incorporagdo do
peptideo: DDA 0,01mM/CMC 0,01mg/mL, DDA 0,03mM/CMC 0,03mg/mL e DDA
0,05mM/CMC 0,05mg/mL.

Tabela 2: Diametro médio, Pdi e potencial zeta do lipideo catiénico e polimero anionico CMC; diferentes
concentrac6es de ambas estruturas foram associadas, o meio de dispersdo utilizado foi solugdo isotonica de D-
glicose 0,0264mM, pH=6,4.

Descricéo Dz (nm) Pdi ¢(mV)

DDA 2Mm 68,4 0,232 +48,6

CMC 0,1mg/mL 1276 0,821 -41,0

DDA 0,01mM/CMC 0,01mg 81 0,450 -34,6+-2
DDA 0,01mM/CMC 0,02mg 150 0,540 -33,546
DDA 0,01mM/CMC 0,03mg 230 0,578 -58,25+8
DDA 0,01mM/CMC 0,04mg 330 0,653 -64,45+4
DDA 0,01mM/CMC 0,05mg 470 0,669 -63,7+1
DDA 0,03mM/CMC 0,01mg 120 0,434 -75,218
DDA 0,03mM/CMC 0,02mg 270 0,565 -60,55+5
DDA 0,03mM/CMC 0,03mg 470 0,670 -65,05+2
DDA 0,03mM/CMC 0,04mg 540 0,680 -45,85+1
DDA 0,03mM/CMC 0,05mg 630 0,750 -48,05+3
DDA 0,05mM/CMC 0,01mg 130 0,340 -80,55+3
DDA 0,05mM/CMC 0,02mg 270 0,450 -67,614
DDA 0,05mM/CMC 0,03mg 370 0,473 -74,55+1
DDA 0,05mM/CMC 0,04mg 420 0,550 -69,85+3
DDA 0,05mM/CMC 0,05mg 670 0,678 -68,45+2

Os arranjos anidnicos de DDA/CMC foram entdo envolvidos pelo peptideo P10
em diferentes concentracdes e analisado as caracteristicas do complexo DDA/CMC/P10.
As concentragdes de peptideo utilizadas para a incorporacdo foram de 1 a 20ug.

A avaliacdo em concentracdes crescentes de molaridade (DDA), massa (CMC e
P10) apresentaram carater cationico, exibido na tabela 3. E possivel observar que o
aumento na concentracdo do peptideo, proporcionalmente aumenta a carga superficial
(potencial (), tornando a construcdo catidnica e mais estavel. Essa caracteristica pode ser
vista por exemplo nas concentragdes de DDA 0,01mM /CMC 0,01mg, onde a associagao
a lug de P10 teve potencial { resultante de 16,4mV; quando aumentada a concentragdo &

5ug o potencial { resultante foi de 24,8mV, e 0 mesmo padrao observado & 10ug (38,8mV)
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e 20ug (41,6mV). Essa analise comprova o carater catidnico do peptideo em solucdo

isotdnica.

O mesmo padrdo foi observado em todas as concentragdes dos arranjos
supramoleculares (0,03mM - 0,05mM de DDA, e 0,03mg - 0,05mg de CMC). As
construcdes de DDA 0,1mM/CMC 0,1mg/P10 20 ug apresentaram carga superficial
negativa pois, os fragmentos de bicamada sdo totalmente envolvidos pelo polieletrélito
anionico, e sao necessarias maiores concentra¢fes do peptideo para compensar as cargas
do arranjo DDA/CMC.

Tabela 3: Determinagdo do potencial { dos arranjos supramoleculares de DDA/CMC/ P10; formadas pelo método
de sonicagdo e auto associa¢do, dispersos em solu¢do isotonica de D-glicose 0,0264mM. Foram avaliadas
construgoes formadas em diferentes concentrag¢oes das trés particulas.

Descricéo Dz (nm) Pdi ¢(mV)
DDA 2Mm 68,4+1,2 0,232 48,6+2,3
P10 100pg/mL 789,8+2,7 0,678 36,2+3.4
CMC 0,1mg/mL 1276+3,5 0,821 -41,0+3,9
DDA 0,01mM/CMC 0,01mg/P10 1ug 110+1,7 0,4 16,4+2
DDA 0,01mM/CMC 0,01mg/P10 5ug 103+2,3 0,55 25,542
DDA 0,01mM/CMC 0,01mg/P10 10ug 112415 0,49 38,65+2,5
DDA 0,01mM/CMC 0,01mg/P10 20ug 109+0,5 0,51 40,451
DDA 0,03mM/CMC 0,03mg/P10 1ug 135+2,4 0,56 17+2
DDA 0,03mM/CMC 0,03mg/P10 5ug 120+3,4 0,54 26,35+3,2
DDA 0,03mM/CMC 0,03mg/P10 10ug 119+3,2 0,46 34,542
DDA 0,03mM/CMC 0,03mg/P10 20ug 127+2,1 0,43 32,445
DDA 0,05mM/CMC 0,05mg/P10 1ug 156+2,7 0,63 27,84
DDA 0,05mM/CMC 0,05mg/P10 5ug 148+2,1 0,56 30,152
DDA 0,05mM/CMC 0,05mg/P10 10ug 143+3,3 0,54 30,3+4
DDA 0,05mM/CMC 0,05mg/P10 20ug 136+1,1 0,53 38,8+0,9
DDA 0,1mM/CMC 0,1mg/P10 20pg 88045,6 0,745 -12+4,5
DDA 0,1mM/CMC 0,1mg/P10 40pg 653+3,9 0,653 +10+4,5

Esses resultados nos conduziram a escolha dos grupos experimentais no modelo

de PCM murino, os grupos do estudo foram compostos por:

- grupo sham (ndo infectado)

- grupo infectado
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- grupo imunizado com P10 20ug

- grupo imunizado com DDA 2mM

- grupo imunizado com DDA 0,1mM/P10 20ug

- grupo imunizado com DDA 0,01mM/CMC 0,01mg/P10 20ug
- grupo imunizado com DDA 0,03mM/CMC 0,03mg/P10 20ug
- grupo imunizado com DDA 0,05mM/CMC 0,05mg/P10 20ug
- grupo imunizado com DDA 0,1mM/CMC 0,1mg/P10 20ug

7.2 Determinacéo da carga fungica

Os arranjos supramoleculares construidos com DDA/CMC/P10, foram
administrados em 3 doses de imunizacdo 30 dias ap0s a infeccdo com intervalos semanais;
1 semana ap06s a ultima imunizacéo foi realizada o sacrificio dos camundongos C57BI/6
e uma parte do homogenato foi plaqueado e 10 a 15 dias depois desse processo foi

realizada a contagem das células fungicas viaveis dos pulmdes dos animais.

A figura 10 exibe o resultado da contagem de UFCs. Como pode ser observado,
o0s arranjos construidos com DDA/CMC/P10 embora com caracteristicas mais estaveis,
ndo direcionaram resposta imunoldgica protetora contra a infeccdo fungica por P.
brasiliensis.

Figura 10: Determinacdo da carga fingica dos pulmdes dos camundongos C57BI/6 imunizados com
construgdes supramoleculares de DDA/CMC/P10.
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O homogenato pulmonar foi plaqueado em meio BHI suplementado e acondicionado em
BOD a 37°C por aproximadamente 10 a 15 dias, entdo foi procedida a contagem das
unidades formadoras de colénia (UFC/g). como controle foram utilizados grupo infectado,
P10 20Eg, DDA 2mM, e DDA 0,1mM/P10 20Rg ; os demais grupos foram DDA/CMC/P10 em
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diferentes concentra¢oes de DDA e CMC (0,01-0,05mM, e 0,01mg-0,05mg, respectivamente).

Como controle do experimento foram utilizados os grupos imunizados com
peptideo P10 e DDA ambos sozinhos e DDA/P10 em concentra¢Bes padronizadas pelo
laboratorio (DDA 0,1mM/P10 20ug) (MAYORGA et al., 2012). Dos grupos imunizados
com as construcbes de DDA/CMC/P10; o grupo com maior concentracdo de peptideo
teve discreta diminuicdo da carga fangica dos pulmdes, mas nenhum deles apresentou
diferenca estatistica ao grupo controle infectado. Esse resultado mostrou que as
concentracdes utilizadas na imunizacgdo com DDA/CMC/P10 podem ter sido

insuficientes para inducéo de resposta imune protetora.

7.3 Determinacéo dos niveis de citocina pelo método de ELISA

Foi realizada a dosagem dos niveis de citocinas do homogenato pulmonar dos
camundongos imunizados com os arranjos supramoleculares de DDA/CMC/P10 para
verificar direcionamento da resposta imune. A figura 11 exibe o resultado obtido deste

ensaio.

As citocinas de perfil Thl, IFN-y e IL-12p70, ndo tiveram alteragdes significativas
em seus niveis em nenhum dos grupos avaliados. A I1L-12p70 teve baixos niveis em todos
0s grupos imunizados com DDA/CMC/P10 semelhantes ao grupo infectado. O mesmo
padrdo foi observado nos niveis de IFN-y. A citocina IL-10 ndo apresentou diferenca
estatistica entre os grupos tratados com o complexo, mas o grupo DDA 0,1mM/CMC
0,1mg/P10 40pg teve aumento nos niveis da citocina, sem significancia estatistica. A
citocina de perfil Th2, IL-4, teve aumento em seus niveis em todos 0s tratamentos, mas a

diferenca estatistica foi encontrada apenas no DDA 0,1mM/CMC 0,1mg/P10 40pug.

A analise das citocinas mostrou que 0 grupo com maior concentracdo de
DDA/CMC/P10 teve alteracdo em seus niveis, levando nos novamente a concluséo que a
quantidade dos componentes dos arranjos supramoleculares foi insuficiente para a

inducdo resposta imune protetora.
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Figura 11: Determina¢ao dos niveis de citocinas do homogenato pulmonar dos camundongos

C57BI/6 imunizados com DDA/CMC/P10.
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Foi quantificado os niveis de citocinas de resposta imune celular Th1/Th2 do homogenato

pulmonar dos camundongos C57BI/6 infectados com Pb1l8 e imunizados com arranjos

supramoleculares de DDA/CMC/P 10 em diferentes concentragbes, os grupos controle foram:

sham, infectado, P10 20ug, DDA 2mM e DDA 0,1mM/P10 20pg (****P<0,0001).

7.4 Analise histopatoldgica das lesdes pulmonares

Avaliamos a extensdo das lesbes pulmonares nos camundongos C57BI/6
imunizados com diferentes constru¢cbes de DDA/CMC/P10. A fotomicrografia dos
pulmdes pode ser vista na figura 12, onde a se¢cdo A mostra o corte realizado do grupo
sham evidenciado pela preservada estrutura do parénquima, auséncia de células linfo-

mononucleares: enquanto que a se¢do B, traz a fotomicrografia do grupo infectado, onde
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pode se visualizar leveduras presentes dentro de granulomas formados por grande

quantidade de histiocitos epitelidides, presenca de infiltrado linfo-histiocitario e

mononuclear.

O mesmo padréo se repete nos grupos controles: P10, DDA e DDA/P10 (C — E);
com presenca macica de infiltrado linfo-histiocitario e mononuclear, quantidades
significativas de histiocitos epitelidides formando um granuloma bem estruturado com
numerosas leveduras. Os grupos experimentais de DDA/CMC/P10 em baixas
concentracgdes (F — H) apresentaram caracteristicas parecidas como: granulomas frouxos,
desestruturados e presenca de leveduras dispersas pelo parénquima. Por outro lado, o
grupo com maiores concentracfes das nanoparticulas de DDA/CMC/P10 (1), apresentou
caracteristica de maior resposta protetora, com granulomas mais compactos, menor
quantidade levedura, menor quantidade de infiltrado linfo-histiocitario e mononuclear e

preservacao da estrutura do parénquima.

De modo geral, os grupos imunizados com P10 (C), DDA (D) e DDA 0,1mM/P10
20ug (E) e DDA 0,21mM/CMC 0,1mg/P10 40ug apresentaram granulos mais compactos

e estruturas mais preservadas do parénquima.

Figura 12: Analise histopatoldgica dos pulmdes dos camundongos C57BI/6 imunizados com
DDA/CMC/P10.
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Fotomicrografia das seccGes do l6bulo esquerdo dos pulmdes dos camundongos infectados e
imunizados com construcdes supramoleculares de DDA/CMC/P10. Os grupos controles: sham
(A), infectado (B), P10 20ug(C), DDA 2mM (D) e DDA 0,1mM/P10 20ug(E); e os grupos
experimentais: DDA 0,01mM/CMC 0,01mg/P10 20pg (F), DDA 0,03mM/CMC 0,03mg/P10 20pg
(G), DDA 0,05mM/CMC 0,05mg/P10 20pg (H) e DDA 0,1mM/CMC 0,1mg/P10 40pg (I), a seta
indica a estrutura do granuloma.

7.5 Ensaio de linfoproliferacéo
Foi realizado o ensaio de linfoproliferacdo sobre os linfocitos dos linfonodos

inguinais e popliteos dos camundongos C57BI/6 re-estimulados com peptideo P10
(20pg/mL.).

Figura 13: Linfoproliferacdo dos linfdcitos dos linfonodos popliteos e inguinais dos camundongos
C57BI/6 imunizados com DDA/CMC/P10.

Os linfécitos murinos retirados dos linfonodos popliteos e inguinais dos animais C57BI/6 infectados
com Pb18 e imunizados diferentes concentracdes DDA/CMC/P10 cultivados em meio RPMI
suplementado por 72 horas a 37° C, 5% CO2. Como controle foi utilizado ConA a uma concentragdo

de 4mg/mL e estimulo P10 20pug/mL (*P<0,05, **P<0,01, e ****P<0,0001).

Como representado na figura 13, todos os grupos imunizados com construgdes de
DDA/CMC/P10 apresentaram capacidade expansdo em resposta ao re-estimulo com P10

a 20ug/mL, inclusive com diferenca estatistica quando comparado ao grupo controle
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8. Capitulo 3 — Analise da incorporacdo da trealose no
lipossoma de DDA e adsor¢ao do P10

8.1 Incorporacdo da Trealose dibehenato ao DDA e P10

Visto que as construcfes utilizadas com DDA/CMC/P10 também ndo tiveram
imunogenicidade suficiente na indugdo da resposta imune protetora contra a infecgéo por
Pb18; outros estudos avaliando o papel imunomodulador do peptideo P10 e do adjuvante

DDA foram realizados.

A literatura apresenta uma construcdo lipossomal cationica feita com DDA
associado a trealose dibehenato (TDB) chamada CAF01 (complex adjuvant formulation),
a TDB possui caracteristica imunopotencializadora da resposta imune direcionada
Th1/Thl7. O DDA/TDB foi utilizado nos estudos vacinais contra infeccdo por
Mycobacterium tuberculosis, esses estudos mostraram que a utilizacdo do adjuvante
levou a uma robusta resposta imune celular Th1/Th17. Seguindo os dados da literatura,
foi estudada as caracteristicas da construcdo do DDA/TDB (CAF01) e a este incorporado

0 peptideo P10.

Tabela 4: Preparo das vesiculas lipossomais pelo método de hidratagdo com TRIS 10mM, foi utilizado como meio de dispersante
tampado Tris 1mM, pH 7,4. Valores obtidos da medicdo do didmetro médio (Dz), polidispersao (Pdi) e potencial T.

Descricéo Dz (nm) Pdi ¢ (mV)
DDA /TDB 250/50ug 471,542 0,528 44,312
DDA/TDB 250/50ug/P10 20ug 667,9+3 0,302 3943

DDA/TDB 312,5/62,5ug/P10 20ug 650,8+5 0,369 44,7+3
DDA/TDB 100/500g/P10 20ug 639,243 0,411 45,744

A construcdo do lipossoma DDA/TDB foi realizada pelo método de hidratacéo
(DAVIDSEN et al., 2005), a tabela 4 traz as caracteristicas fisico-quimica dessas
construcdes. As vesiculas de DDA/TDB preparadas por esse método e dispersas em
tampdo Tris 1mM apresentam didametro médio de 471,4 nm, a estabilidade da suspenséo
foi alcangada pela carga positiva das vesiculas (44,3 mV); a polidispersdo (0,528) dos
lipossomas é considerada média e dentro dos parametros, visto que os lipossomas formam

vesiculas de tamanhos diferentes constituindo populagdes variados (heterodispersao).

A incorporacgéo do peptideo P10 ao lipossoma foi realizada pela simples adicéo
do peptideo a solucdo de DDA/TDB, e repouso da associagdo a temperatura ambiente
(25° C) por 20 minutos. A incorporacdo do peptideo modificou o didmetro médio do

lipossoma (tabela 4), aumentando a 667,9 nm e diminuiu a Pdi para 0,302, enquanto que
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o potencial { das vesiculas praticamente ndo foi alterado. E interessante destacar, o
aumento na concentracdo de DDA e TDB na constru¢do dos lipossomas, ndo alterou

significativamente o Dz das mesmas, tdo pouco modificou seu Pdi e potencial C.

Outro parametro avaliado nos lipossomas compostos de DDA/TDB foram as
caracteristicas morfoldgicas das vesiculas. Para isso, foi realizado a leitura por
microscopia eletronica de transmissao (MET) dos lipossomas sozinhos e com peptideo a
eles incorporado, verificarificando possiveis mudancas na conformacéo estrutural das
mesmas. Como visualizado na figura 14, a micrografia (MET) revelou que a morfologia
das vesiculas construidas com DDA/TDB possuem forma esférica, levemente angular,
com poucos sinais de agregacdo e com populacdes de tamanho diverso. As vesiculas com
peptideo incorporado (DDA/TDB/P10) mostraram se esféricas, mais estruturadas com
bordas bem delimitadas, com poucos sinais de agregacdo e maior uniformidade no

tamanho.

Figura 14: MET das vesiculas lipossdmicas de DDA/TDB e DDA/TDB/P10.

o
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<

Lipossomas de DDA/TDB preparados pelo método de hidratagdo com tampao Tris 10 mM. As

vesiculas preparadas somente com DDA/TDB (a) sdo esféricas e tem maior diversidade no
tamanho, a incorporagdo do P10 (b) as vesiculas ndo demonstraram mudangas significativas
no tamanho das vesiculas. Para a analise as amostras foram diluidas 10x.
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8.2 Quantificacdo de adsorc¢do do peptideo ao lipossoma

Foi quantificado a porcentagem de peptideo incorporado ao lipossoma (eficiéncia
de encapsulamento). Para isso os lipossomas foram centrifugados e o sobrenadante
reservado e dosado por Qubit; o resultado pode ser visto na tabela 5.

Tabela 5: Eficiéncia de encapsulamento do peptideo P10 ao lipossoma de DDA/TDB mensurada pelo método
Qubit.

Descricdo Concentragédo Concentragédo Eficiéncia de
proteina inicial proteica final encapsulamento

DDA/TDB 250/50ug/P10 4800ug/mL 316pg/mL 93%

20ug

A incorporacdo do peptideo no lipossoma construido com DDA/TDB teve sucesso

de 93% mostrando que o peptideo foi eficientemente adsorvido pelas vesiculas.

Diante da avaliacdo das caracteristicas fisico-quimicas dos lipossomas com
peptideo incorporado, foi realizado o experimento em modelo de PCM experimental
murino em C57BI/6, os grupos experimentais foram compostos por:

- grupo sham (n&o infectado)

- grupo infectado

- grupo imunizado com DDA 250ug/TDB 50ug

- grupo imunizado com DDA 250ug/TDB 50ug/P10 20ug

- grupo imunizado com DDA 312ug/TDB 62,5ug/P10 20ug
- grupo imunizado com DDA 500ug/TDB 100ug/P10 20ug

8.3 Determinacdo da carga fungica nos pulmdes dos camundongos C57BI/6
infectados com Pb18 e imunizados com DDA/TDB/P10

Para avaliar o efeito imunogénico do complexo DDA/TDB/P10 os camundongos
C57BI/6 foram infectados com P18 e 30 dias apds a infec¢do foram imunizados com trés
doses, com intervalo de 15 dias entre cada dose, o sacrificio ocorreu 15 dias apos a ultima
imunizacdo. Apos o sacrificio, os pulmdes foram excisados e uma parcela do homogenato

foi plaqueado para contagem das UFCs.
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Para avaliar a eficiéncia no tratamento trés concentragdes de DDA/TDB foram
escolhidas: 250/50 pg, 312/62,5 pg e 500/100 pug baseado no estudo realizado com
antigeno H1 (vacina para tuberculose) (VAN DISSEL et al., 2014). O resultado obtido da
contagem de células fungicas viaveis do homogenato pulmonar pode ser visto na figura
15.

Figura 15: Contagem de UFC dos pulmdes dos camundongos C57BI/6 imunizados de DDA/TDB/P10.
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O homogenato pulmonar foi plagueado em meio RPMI 1640 suplementado, as placas foram
incubadas a 37° C por 10 a 15 dias. Como controle do experimento foram utilizados os grupos
infectado e DDA/TDB sem peptideo; os grupos experimentais foram compostos por crescentes

concentracoes de DDA/TDB 250 a 500png, 50 a 100pg, respectivamente. (P*<0,05 e P***<0,001).

A imunizacdo dos animais C57BI/6 com o complexo adjuvante catidnico
DDA/TDB e peptideo P10 incorporado, foi efetiva na inducdo de resposta imune
protetora, conferida pela diminuicdo da carga fungica nos pulmdes dos camundongos. Os
grupos imunizados com as concentragdes de 250/50ug e 312,5/62,5ug de DDA/TDB
mostram diminuicdo das células vidveis estatisticamente significante com valores de 0,05
e 0,001 respectivamente. Os outros grupos DDA/TDB sem peptideo, e com concentracdo
de 500/100 pg, mostraram discreta tendéncia a diminui¢do, mas sem diferenca estatistica

quando comparados ao grupo controle infectado.
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8.4 Quantificacdo dos niveis de citocinas no macerado pulmonar pelo metodo
ELISA

Foram quantificados os niveis das citocinas presente no homogenato pulmonar,
dos camundongos C57BI/6. Estudos com DDA/TDB mostraram que o adjuvante induz a

uma resposta imune protetora composta por citocinas do tipo Th1/Th17.

Figura 16: Determina¢ao dos niveis de citocinas do homogenato pulmonar dos camundongos
C578BIl/6 imunizados com DDA/TDB/P10.
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As principais citocinas de resposta imune celular Thl e Th2 foram quantificadas no homogenato
pulmonar dos camundongos C57BI/6 infectados com Pb18 e imunizados com P10 na presencga do
adjuvante DDA/TDB. Como controle foram utilizados os grupos sham, infectado e DDA/TDB sem
peptideo, os niveis de IL-10, IL-4, IL-12 e IFN-y foram expressos em pg/mL. (P*<0,05, P**<0,001,
P***<0,0001)

A figura 16 traz o resultado da quantificacdo das citocinas pelo método de ELISA,
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pode se visualizar nela que os niveis da citocina IL-10 ndo apresentou alteragdo em

nenhum dos grupos estudados.

A citocina anti-inflamatoria IL-4 teve seus niveis menores nos grupos tratados
com DDA/TDB e DDA/TDB/P10, exceto no grupo DDA/TDB 500/100ug/P10,
indicando baixa inducéo da resposta Th2. Por outro lado, a citocina IL-12p70 teve altos
niveis apenas nos grupos DDA/TDB 250/50ug e DDA/TDB 250/50ug/P10 20pug.

Foram verificados altos niveis de IFN-y nos grupos DDA/TDB sozinho e
DDA/TDB 250/50ug/P10 20ug. Os grupos tratados com P10 e concentragdes maiores de
DDA e TDB (312,5/62,5ug e 500/100pg) ndo induziram a producao de IFN-y, ao
contrério, a analise mostrou que esses grupos tiveram menos producdes nos niveis desta
citocina.A citocina TNF-a apresentou altos niveis no grupo infectado e tratado com

adjuvante sozinho com diferenca estatistica quando comparados ao grupo sham.

Foram analisadas citocinas de resposta imune Th17 avaliando o direcionamento

da resposta protetora.

Figura 17: Determinagdo dos niveis de citocinas Th17 do homogenato pulmonar dos camundongos C57BI/6
imunizados com DDA/TDB/P10.
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Dosagem de citocinas Thl e Th17 no homogenato pulmonar dos camundongos C57BI/6 infectados

com Pb18 e imunizados com peptideo P10 adjuvantado com DDA/TDB em trés diferentes

concentracdes 250/50ug, 312,5/62,5ug e 500/100 pg .
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Como representado na figura 17, das citocinas dosadas. Foram quantificados altos
niveis de IL-6 no grupo tratado com adjuvante sozinho, o comportamento da citocina
mudou com a incorporacdo do peptideo com menor nivel no grupo DDA/TDB
25019/50u0/P10 20ug; o aumento na concentracdo do adjuvante parece induzir a

producdo da citocina.

Altos niveis de IL-17 foram verificados apenas nos grupos imunizados com
DDA/TDB sozinho ¢ DDA/TDB 250/50ug/P10 20pg, as concentragdes maiores do

adjuvante parece inibir a producéo da citocina.

8.5 Analise histopatoldgica dos pulmdes dos camundongos C57BI/6 imunizados
com DDA/TDB/P10
A extensao das lesdes pulmonares foi avaliada utilizando histologia, coloracdo de

H.E. e GROCOTT. A figura 18 traz as fotomicrografias feitas com estes tecidos.

Figura 18: Analise histopatoldgica dos pulmdes dos camundongos C57BI/6 imunizados com
DDA/TDB/P10.

Fotomicrografias das les6es pulmonares dos camundongos C57BI/6 infectados com Pbl8 e
imunizados com DDA/TDB/P10. O lébulo esquerdo dos pulmdes dos animais foi excisado,
acondicionado em formalina 10% em seguida foram embebidos em parafina para as sec¢des do
tecido, e corados com H&E. Os grupos controles foram: sham (A), infectado (B) e DDA/TDB (c), os
grupos experimentais avaliados foram: DDA/TDB 250/50ug/P10 20ug (D) DDA/TDB
312/62,5ug/P10 20ug (E) e DDA/TDB 500/100ug/P10 20ug (F), as setas indicam a posi¢io do

granuloma. (aumento 10x)
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A fotomicrografia (figura 18) do grupo sham (A) mostra a estrutura pulmonar,
com parénguima livre, auséncia de macrofagos ou qualquer tipo de infiltrado. O grupo
infectado (B) teve lesdes caracteristicas da PCM, grande quantidade de infiltrado linfo-
histiocitario e mononuclear, formando massa densa, granulomas frouxos, ricos em
quantidade de levedura e com leveduras dispersas pelo parénquima. As lesées do grupo
DDA/TDB (C) sao relativamente menores, com infiltrado concentrado nas lesdes,
granulomas mais compactos, auséncia de leveduras dispersa e preservacdo do

parénquima.

As lesdes vistas no grupo DDA/TDB 250/50pg/P10 20ug (D) sao formadas por
granulomas compactos, com infiltrado linfo-histiocitario e mononuclear formando massa
densa no granuloma, menor quantidade de leveduras nas lesdes, auséncia de leveduras
pelo parénquima, conservagdo da estrutura pulmonar. Por outro lado, nos tratamentos
realizados com P10 e maiores concentragdes de DDA/TDB (312,5/62,5ug/P10 20ug e
500/100ug/P10 20png) as lesdes sdo mais extensas, os granulomas sdo frouxos com
presenca de leveduras nas lesdes e dispersas por todo o parénguima, presenca macica de

infiltrado.

Figura 19: Analise histopatoldgica dos pulmées dos camundongos C57BI/6 imunizados com

DDA/TDB/P10 coloragdo de GROCOTT.
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Fotomicrografias do I6bulo esquerdo dos pulmées dos camundongos C57BI/6 infectados com
Pb18. As imagens mostram a dispersao das leveduras pelo parénquima pulmonar, os grupos
sdo: sham (A), infectado (B), DDA/TDB 250/50ug (C), DDA/TDB 250/50ug/P10 20ug (D)

DDA/TDB 312/62,5ug/P10 20pg (E) e DDA/TDB 500/100pg/P10
20pg (F) (aumento 10X).
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As laminas foram coradas também com GROCOTT para verificar a dispersao das
leveduras pelo parénquima pulmonar. As fotomicrografias podem ser visualizadas na
figura 19; nos grupos infectado e imunizados com adjuvante ou peptideo/adjuvante o
fungo pode ser visto em todas as imagens. No grupo infectado (B), as leveduras aparecem
dispersas por todo o parénquima; nos grupos tratados com adjuvante sozinho e DDA/TDB
250/50ug/P10 20ug (C e D), pode se visualizar as leveduras encarceradas nos
granulomas, poucas dispersas pelo parénquima. Os grupos imunizados com P10 e
concentragdes maiores de DDA/TDB (E e F) as leveduras estdo mais dispersas pelo

parénquima pulmonar e granulomas sao menos estruturados.

8.6 Linfoproliferagéo

No ensaio de linfoproliferacdo dos linfocitos popliteos e inguinais foram re-
estimulados em cultura celular com peptideo P10. O resultado do ensaio pode ser visto
na figura 20, somente o grupo imunizado com DDA/TDB/ P10, a concentracdo de
312/62,5ng, teve resposta linfoproliferativa com significdncia estatistica quando
comparado ao grupo sham.

Figura 20: Ensaio de linfoproliferacdo dos linfonodos popliteos e inguinais na imunizagdo com
DDA/TDB/P10.
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Os linfécitos derivados dos linfonodos popliteos e inguinais dos camundongos C57BI/6
infectados com Pb18 e imunizados com P10 na presenca de DDA/TDB foram cultivados
em meio RPMI 1640 suplementado e ficaram acondicionados @ uma temperatura de
37°C, 5% CO2 por 72 horas. Como estimulo foi utilizado o peptideo P10 20pug/mL e
mitégeno controle ConA 4pg/mL (P**<0,01).
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Os grupos controles (sham, infectado e DDA/TDB sozinho) apresentaram niveis
de proliferacédo basal, e 0 grupo imunizado com P10 e maior concentracdo de DDA/TDB

(500/100pg) mostrou tendéncia a proliferar, mas sem significancia estatistica.

8.7 Avaliacéo das populagdes celulares pulmonar

Diante dos resultados positivos na inducdo da resposta imune protetora, com o
complexo DDA/TDB/P10, procedeu se outra etapa do estudo; a avaliagdo das populactes
presentes nos pulmdes dos camundongos C57BI/6 infectados com Pb18 e imunizados
com DDA/TDB/P10.

Para esse estudo foram utilizados maior numero de animais por grupo (15
animais/grupo) e em cada etapa 5 animais, de cada grupo, foram sacrificados. A infeccéo
e as imunizacBes foram realizadas como descrito anteriormente, e 5 dias ap6s cada
imunizacdo os camundongos foram sacrificados. Os pulmdes foram retirados e as células
foram separadas como referido no item 4.16, e em seguida, marcadas com anticorpos de
superficie celular e intracelular. O resultado foi analisado no citémetro de fluxo LSR
Fortessa/BD do laboratorio de desenvolvimento de vacinas do ICBII/USP, os grupos

selecionados para o estudo foram:

- grupo sham (n&o infectado)
- grupo infectado
- grupo tratado com DDA/TDB 250g/50ug/P10 20ug

O estudo foi destinado a identificacdo das populacdes de macréfagos M1/M2 e
linfocitos (T CD4" e T CD8") com anticorpos especificos. A identificacdo dos macréfagos
foi realizada com a estratégia: CD45"CD11b"*CD11c’CD64*CD24 dessa marcacao as
populacdes foram separadas em: macré6fago M1 (CD38*Egr2’) e macr6fago M2 (CD38"
Egr2*), e cada populagao foi avaliada a ativacdo celular através da marcacéo de moléculas
co-estimulatérias (CD80 e CD86). O resultado da fenotipagem € representado em MFI
(intensidade média de fluorescéncia) ou em porcentagem (%) de células.
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Figura 21: Fenotipagem das popula¢des pulmonares dos camundongos C57BI/6 imunizados com
DDA/TDB/P10.
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Cinética de fenotipagem, as células dos pulm&es foram marcadas com anticorpos especificos
para o reconhecimento de macréfagos (CD45*CD11b*CD11c"CD64*CD24°) M1 (CD38*EgR2")
e M2 (CD38"EgR2*). Os camundongos foram infectados com Pb18 e 30 dias apés a infec¢do
iniciou se o tratamento. 5 dias apos cada imunizacdo ocorreu o sacrificio e foi avaliado as
mudangas fenotipicas em trés momentos diferentes (T1 a T3), os resultados sao mostrados

em MFI (intensidade média de fluorescéncia).

Foram observadas algumas alteracdes nas populacfes de macréfagos durante 0s
intervalos de imunizagdo observado. No primeiro intervalo, foi encontrado alta

intensidade de macrofagos M1 no grupo infectado (M1 T1), como pode ser visto na figura
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21. Durante os outros intervalos analisados, esta mesma populacéo teve sua intensidade

mantida no grupo infectado, e aumentada no grupo imunizado (M1 T2). O dltimo
intervalo de tempo verificado, a intensidade de macréfagos M1 (T3) diminuiu nos dois
grupos (infectado e imunizado) a mesma frequéncia do grupo sham (n&o infectado).

A infeccdo mostrou que a quantidade de macrofagos M2 é relativamente menor
nos grupos infectados e imunizados. Nos trés intervalos verificado (T1 — T3) as
populacdes de M2 foram significantemente menores nesses grupos comparados ao grupo
sham (ndo imunizado). Entre os dois grupos (infectado e imunizado) ocorreu variacao na
intensidade das populacGes de macréfagos M2 nos Gltimos intervalos de tempo verificado

(T2 e T3) porém, sem significancia entre eles.

A ativacdo dos macrofagos M2 foi analisada pela frequéncia de moléculas co-

estimulatérias (CD80 e CD86) e o resultado foi representado na figura 22.

Figura 22: Analise de moléculas co-estimulatdrias das células pulmonares dos camundongos C57BI/6.
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Cinética de moléculas co-estimulatérias (CD80 e CD86) dos macréfagos M2 (CD387EgR2*). A
analise foi feita em 3 tempos diferentes do experimento, sempre 5 dias apds cada imunizagdo (35,
50 e 65 dpi). As populagées foram identificadas nos pulmdes dos camundongos C57BI/6 infectados

com Pb18 e imunizados com DDA/TDB/P10.
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A andlise feita de CD80 dos macrdéfagos M2, indicaram pouca expressao da
molécula. Durante o experimento, a intensidade desta molécula sofre pouca alteracéo
tendo expressdo semelhante ao grupo sham; no Gltimo intervalo de tempo verificado (T3),
a molécula teve sua intensidade aumentada no grupo infectado e imunizado, mas a
significancia estatistica foi encontrada apenas no grupo infectado, quando comparado ao
controle sham. Por outro lado, avaliando a frequéncia da molécula CD86, dos macrofagos
M2, é possivel observar que, a célula tem expressdo de CD86 diminuida ao longo da
infeccdo. No primeiro intervalo (T1) a frequéncia dos grupos foi semelhante, porém, os
grupos infectados e imunizados tiveram a frequéncia de CD86 diminuida nos ultimos

intervalos de tempo verificados (T2 e T3)

Durante o experimento foi encontra uma populacéo de células rica em macrofago
duplo positivo (CD38"EgR2") M1/M2, e foi avaliado a variacdo na quantidade dessas

células ao longo do experimento.

Figura 23: Identifica¢do das populacdes de macréfagos duplo positivo M1/M2.
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Os macréfagos M1/M2 dos pulmdes dos camundongos C57BI/6, foram identificados através dos

marcadores celulares CD38*EgR2*. As popula¢des foram analisadas em trés diferentes intervalos
de tempo do experimento, sempre 5 dias apds a imunizagdo com DDA/TDB/P10.

Como visto na figura 23, macréfagos M1/M2 foram encontrados nos pulmdes do
grupo infectado e no grupo imunizado no primeiro intervalo do experimento (T1). Os
macrofagos M1/M2 tiveram diminuicdo na sua intensidade, nos dois grupos, no segundo
intervalo de tempo verificado (T2), e ao final do experimento, a intensidade de

macrofagos M1/M2 se igualaram em todos os grupos (T3).

A atividade dos macrofagos duplo positivos foi mensurada pela expressdao das
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moléculas co-estimulatorias CD80 e CD86. O resultado da anélise esta representado na

figura 24.

Figura 24: Cinética das moléculas CD80 e CD86 dos macréfagos M1/M2.
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Cinética realizada das moléculas co-estimulatérias CD80 e CD86 em trés periodos diferentes do
experimento (T1, T2 e T3) avaliando o comportamento das moléculas nos macréfagos duplo

positivo M1/M2 (CD38*EgR2*) apés cada imunizag¢do. Os resultados foram representados em MFI

(Intensidade média de fluorescéncia)

A atividade dos macrofagos M1/M2 teve expressao inversamente proporcional
entre as moléculas CD80 e CD86. No inicio do experimento (T1 e T2), a molécula CD80
teve baixa intensidade nos grupos infectado e imunizado, menores estatisticamente que o
grupo sham. No ultimo intervalo verificado, a intensidade da molécula aumentou nesses

grupos semelhante ao grupo sham (T3).

A molécula CD86, teve expressdo inversa na sua frequéncia comparada a
molécula CD80. No inicio do experimento (T1), sua expressao é semelhante nos trés
grupos avaliados. Nos outros intervalos (T2 e T3) a molécula teve diminui¢do em sua
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expressao nos grupos infectado e imunizado, com diferenca estatistica quando comparado

a CD86 ao grupo sham.

Foi avaliado também a presenca das células NK nos trés intervalos do
experimento. A quantidade de células NK encontrada nos pulmdes dos animais, teve
alteracdo no segundo intervalo do experimento, onde a populacéo dessas células diminui
estatisticamente quando comparado ao grupo infectado (figura 25). Ao final do
experimento, as populagbes de células NK diminuiram dos dois grupos e foram
semelhantes em ambos, sem diferenca.

Figura 25: Anadlise das populagbes de células NK nos pulmdées dos camundongos C57BI/6
imunizados com DDA/TDB/P10.
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As populacdes de células NK foram identificadas nos pulmdes dos camundongos infectados com

Pb18 e imunizados com DDA/TDB/P10. Foram utilizados os anticorpos CD3-CD49b*Nkp46* para
identificacdo das células. As células foram quantificadas em 3 intervalos de tempo, 5 dias apds
cada imunizagao.

O estudo da cinética dos linfécitos T CD4" foi realizado para avaliacdo do
comportamento dessas células frente a imunizacdo com DDA/TDB/P10. A figura 26 traz
o resultado desse estudo, e como pode ser visualizado, ndo houve diferenca no MFI dos

linfécitos CD4™ entre os dois grupos estudados em nenhum dos intervalos verificados,

Figura 26: Cinética dos linfécitos CD4* nos pulmdes dos animais imunizados com DDA/TDB/P10.
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Os linfécitos originarios dos pulmdes dos camundongos C57Bl/6 foram marcados com

CD45*CD3*CD4* e avaliada a cinética em trés periodos diferentes do tratamento, 5 dias
apés cada imunizacdo. As populacdes dos grupos infectado e tratado com DDA/TDB/P10

20pug estao representadas em MFI.

Avaliou se também a diferenca nas populacgdes de linfocitos T CD4*e CD8" ao final do
tratamento com DDA/TDB/P10 (figura 27).

Figura 27: Correla¢io entre os linfocitos T CD4* e CD8* dos pulmdes dos animais C57BI/6
imunizados com DDA/TDB/P10
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Ao final do experimento, foi realizada a identificacdo dos linfocitos T CD4* e CD8% dos pulmdes
dos camundongos C57BI/6 infectados com Pb18 e imunizados com DDA/TDB/P10. Os linfécitos

foram identificados pelos anticorpos de superficie celular CD3tCD4*+CD8*.

A identificacdo dos linfécitos mostrou que a frequéncia os linfocitos CD8* foram
mais abundantes que os linfécitos CD4". Embora o adjuvante DDA/TDB e o peptideo
P10 tenham caracteristicas favordveis a inducdo da resposta de perfil Thl, ndo foram
encontradas diferencas estatisticas no perfil dos linfécitos T CD4" nos intervalos T1 - T3;
quando avaliamos as diferencas entre os linfocitos T CD4* e T CD8", foi observado

predominancia de populacdo T CD8".
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9. Capitulo 4 — Efeito do agonista a-GalCer sobre a
Imunizacdo com peptideo P10

9.1 Andlise do efeito imunoestimulador do glicolipideo a-GalCer (a-
galactosilceramida) sobre o peptideo P10

Foi realizado paralelo ao estudos com DDA e P10, a andlise do efeito
imunoestimulador do glicolipideo a-GalCer e o peptideo P10 sobre a resposta induzida
pela associacdo de ambos na PCM experimental. Este estudo foi feito em colaboracéo
com o Prof. Dr. Alexandre de Castro Keller do Laboratério de Imunopatologia
Experimental (LIPE), do Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da
Escola Paulista de Medicina (UNIFESP). Nesse estudo foi utilizada a linhagem de
camundongo BALBI/c; a infeccdo procedeu como descrita no item 4.10 utilizando
leveduras de Pb18 por via intratraqueal. Trinta (30) dias apds a infec¢do foi realizado a

imunizacdo utilizando a-GalCer e P10, associados ou ndo, por via intranasal.

Na primeira etapa do estudo, foi avaliado glicolipideo associado ao P10 e a

inducdo da resposta imune. Para esta analise foram utilizados os grupos:

- grupo PBS (controle ndo infectado)

- grupo infectado

- grupo imunizado com a-GalCer 2ug (dose Unica)

- grupo imunizado com P10 20ug (3 doses em intervalos semanais)

- grupo imunizado com o-GalCer 2ug/P10 20ug (1°dose a-GalCer/P10, doses
subsequentes apenas P10 20pg, em intervalos semanais)

Sete dias ap6s a ultima imunizagdo os animais foram sacrificados e realizada a
avaliacdo do tratamento pela contagem de UFC, dosagem de citocinas por ELISA e

histologia.

9.2 Avaliacéo da resposta imune induzida pela associagéo a-GalCer/P10 via

intranasal

Inicialmente foi analisado a carga fungica dos pulmdes dos animais infectados
com Pb 18 e tratados com a-GalCer/P10. A administracdo de 2ug a-GalCer indicou ser
um bom agonista da resposta imune protetora, capaz de diminuir a quantidade de
leveduras viaveis nos pulmdes dos animais infectados (figura 28). Os grupos que
receberam o glicolipideo sozinho ou associado ao peptideo P10 tiveram reducéo

significante da carga fungica quando comparado ao grupo infectado (controle).
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Figura 28: Contagem das UFC dos animais BALB/c imunizados com P10 e BE-GalCer via intranasal.
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Contagem de células viaveis dos pulmdes (representado em UFC/g de tecido) dos camundongos
BALB/c infectados com P18, trinta dias apds infec¢do os animais foram imunizados com B-GalCer
sozinha (dose Unica), P10 sem adjuvante (3 doses) e BE-GalCer/P10 (dose Unica/trés doses
respectivamente). Os animais receberam tratamento via intranasal com 10EL em cada narina em

intervalos semanais.

O tipo de resposta imune induzida pela imunizagdo com a-GalCer/P10 foi
avaliado dosando se as citocinas do homogenato pulmonar pelo método de ELISA. O

resultado da quantificacdo das citocinas esta representado na figura 26.

A imunizagdo com o-GalCer, P10 e o-GalCer/P10 ndo induziu aumento nos
niveis de IL-4 nos camundongos BALB/c infectados com Pb18. A citocina IL-10
apresentou altos niveis no grupo imunizado com o complexo a-GalCer/P10, 0 mesmo
grupo apresentou altos niveis de IL-12p70 e IFN-o, esta Gltima sem significancia
estatistica. Diante esse resultado, concluimos que o complexo a-GalCer/P10 foi um bom
indutor de resposta imune protetora, aumentando os niveis de citocina IL-12 (Th1) e sem

alterar os niveis de IL-4 (Th2).
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Figura 29: Quantificagdo dos niveis de citocinas Thl eTh2 do homogenato pulmonar dos
camundongos BALB/c imunizados com P10 e a-GalCer via intranasal.
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A avaliagdo de citocinas de resposta imune Thl (IL-12 e IFN-B) e Th2 (IL-4) do homogenato dos
pulmdes dos camundongos BALB/c infectados com Pb18 e imunizados com P10 associado aou ndo
a a-GalCer associado . A quantificagao foi feita pelo método de ELISA e os resultados expressos em

picograma/mL.

As lesdes pulmonares causadas pela PCM foram avaliadas através da analise
histologica. A fotomicrografia (figura 30) do grupo PBS (ndo imunizado) (A), mostra a
estrutura do parénquima pulmonar livre, sem presenca de macrdfagos; a fotomicrografia
do grupo infectado (B), mostra lesGes granulomatosas caracteristicas da PCM, com
presenca de leveduras, infiltrado mononuclear e histiocitario com morfologia compacta
do granuloma. O grupo imunizado com P10 (C) apresenou também alguns granulomas
com infiltrado formando massa densa e bem estruturados. O grupo imunizado apenas

com o-GalCer (D) ndo foi encontrado granuloma ou leveduras nos cortes histoldgicos.
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No grupo imunizado com a-GalCer/P10 (E), foram encontrados poucos granulomas pelo

parénquima pulmonar, sendo eles compactos, com presenca robusta de infiltrado

mononuclear e histiocitério, e preservada estrutura do parénquima.

Figura 30: Analise histolégica dos pulmdes dos camundongos BALB/c imunizados com B-GalCer/P10.

O Iébulo esquerdo dos pulmdes dos camundongos foi armazenado em formalina 10%, em seguida

embebidos em parafina e seccionados em micrometro, foi utilizado a coloragdo H.E para visualizar
as estruturas do parénquima pulmonar. As secgGes trazem as micrografias dos grupo PBS(A),
infectado (B), P10 20ug (C), B- GalCer/P10 (E), o grupo imunizado com B-GalCer (D) nido apresentou

estruturas granulomatosas. (aumento 10x).

Também foi realizado o ensaio de linfoproliferacdo dos linfocitos dos linfonodos
popliteos, inguinais e cervicais dos animais BALB/c. Nesse ensaio, além do mitdégeno
utilizado como controle positivo (ConA) foram utilizados como estimulo a glicoproteina
de 43 kDa (gp43) de P. brasiliensis a uma concentracdo de 10ug/mL, além do peptideo
P10 (20pug/mL).

Os resultados obtidos mostraram que os linfocitos dos linfonodos cervicais foram
responsivos ao re-estimulo (figura 31) enquanto que os linfocitos dos linfonodos
inguinais e popliteos ndo apresentaram atividade linfoproliferativa. A proliferagéo foi
dependente do estimulo: quando os linfocitos cervicais foram re-estimulados com
peptideo P10, o grupo imunizado com o-GalCer 2ug apresentou maior resposta
proliferativa que os outros grupos. Quando a glicoproteina gp43 foi utilizada como re-
estimulo, o grupo imunizado com o peptideo P10 apresentou maiores taxas de linfo
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Figura 31: Avaliagdao da resposta linfoproliferativa dos linfonodos cervicais, popliteos e inguinais.
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Andlise da capacidade linfoproliferativa dos linfocitos dos linfonodos popliteos e inguinais e

cervicais dos camundongos BALB/c infectados e imunizados com B-GalCer e P10. Os linfécitos

foram plaqueados em meio RPMI1640 suplementado, como controle positivo foi utilizado o

mitégeno utilizado ConA nos grupos experimentais foram utilizados como estimulo P10 20pug/mL

ou gp43 10pug/mL. Os resultados foram expressos em porcentagem de linfoproliferagio.

9.3 Analise da imunizacdo intranasal com o glicolipidio a-GalCer e tratamento

antifangico com sulfamethoxazol/trimetoprim (Bactrin)

Os resultados obtidos com a-GalCer e peptideo P10 na imunizacéo intranasal, nos

levaram a estudar outras propostas da associacdo. Uma questdo levantada durante o

tratamento da PCM s&o as recidivas ap0s o regime antifungico, foi entdo elaborado um

ensaio para analisar o modelo de recidiva em PCM. Os camundongos BALB/c foram

tratados com sulfamethoxazol e trimetropim (Bactrin) concomitante a imunizagdo com
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a-GalCer. Para o estudo, parte do grupo de animais foi sacrificado com 52 dias apos a

infeccdo (52dpi) e outra parte sacrificada 82 dias apos a infeccdo (82dpi). Os grupos

utilizados no ensaio foram:

- grupo PBS (néo infectado)
- grupo infectado

- grupo imunizado com a-GalCer/Bactrin (2|ug intranasal dose Unica, Bactrin
intraperitoneal por 21 dias)

- grupo tratado com Bactrin (intraperitoneal 21 dias).

Apbs o sacrificio, foi avaliado o numero de células vidveis (UFCs) dos pulmdes

dos animais infectados e tratados (figura 32).

Figura 32: Analise das UFCs dos pulm&es dos camundongos BALB/c no tratamento intranasal
associado ao tratamento antifungico.
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Analise das células viaveis dos pulmd@es dos camundongos BALB/c imunizados com a-GalCer e
tratados com Sulfamethaxazol (Bactrin) em dois intervalos de tempo 52 e 82 dias apds a infecgdo.

Os dados foram expressos em UFC/grama de tecido (Pulm3ao).

A contagem de UFCs dos grupos de animais sacrificados com 52 dias mostrou
eficiéncia no tratamento com a-GalCer/Bactrin e Bactrin com diminuigdo robusta na
carga fungica de ambos os grupos, com diferenca estatistica em ambos grupos quando
comparado ao controle (infectado) (figura 28). Por outro lado, a leitura realizada aos 82

dias apo6s a infeccdo, demonstrou diminuicdo da carga fungica dos animais tratados com
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o-GalCer/Bactrin e Bactrin porém, houve aumento na quantidade de UFCs em relacéo a
contagem anterior (52dpi), levando nos a concluir que o tratamento com o glicolipideo
embora favoreca a inducéo de resposta protetora, ndo produziu resposta de longo termo,

ndo evitando a recidiva.

As citocinas do homogenato pulmonar dos camundongos tratado com a-GalCer e
Bactrin foram quantificadas a fim de se determinar o tipo de resposta imune presente no
tratamento. As citocinas foram dosadas nos dois intervalos de tempo (52 e 82 dias) para

avaliar diferencas nos niveis durante os intervalos do tratamento (figura 33 e 34).

Figura 33: Quantificacdo das citocinas no homogenato pulmonar dos animais tratados com a-
GalCer associado ao tratamento com Bactrin.
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A citocina IL-4 foi mensurada no homogenato pulmonar dos camundongos BALB/c em dois

periodos diferentes, 52 dias (esquerda) e 82 dias (direita). Os resultados foram expressos em

picograma/mL.

A citocina IL-4 (figura 33) ndo apresentou diferenca em seus niveis nos grupos
infectado ¢ imunizado com a-GalCer/Bactrin, em nenhum dos intervalos de tempo
medido, quando comparado ao grupo controle (PBS). Os niveis da citocina desses
grupos aumentaram apds o fim do tratamento, mas n&o houve diferenga estatistica. Por
outro lado, o grupo tratado apenas com o antifngico, apresentou altos niveis, quando
comparado ao grupo PBS (ndo infectado), nos dois intervalos, com significancia

estatistica.
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Figura 34: Quantificagdo de citocinas pré-inflamatérias do homogenato pulmonar dos
camundongos tratados com a-GalCer associado ao tratamento antifiingico Bactrin.
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As citocinas pré-inflamatdrias Thl (IL-12 e IFN-y) do homogenta pulmonar tiveram seus niveis
dosados nos dois intervalos de tempo do experimento (52 dias — esquerda e 82 dias — direita) pelo

método de ELISA.

As citocinas do tipo Thl também foram dosadas nesses intervalos. A citocina IL-
12p70 (figura 34) obteve altos niveis apenas no grupo tratado com antifungico no
primeiro intervalo de tempo (52 dias), diminuindo seus niveis em todos 0s grupos no
segundo intervalo de tempo medido (82dpi). A citocina IFN-y apresentou niveis altos nos
dois intervalos de tempo. Em 52 dias apds a infeccdo os grupos infectado, a-
GalCer/Bactrin e Bactrin, apresentaram altos niveis quando comparados ao grupo
controle ndo infectado (PBS), com diferenca estatistica em todos os grupos. No segundo
intervalo (82dpi), apenas os grupos, a-GalCer/Bactrin e Bactrin mantiveram os niveis de

IFN-y indicando que produgdo da citocina foi robusta e de longa duragéo.
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9.4 avaliagdo da resposta imune provocada pela a-GalCer em camundongos

imunossuprimidos e infectados com Pb18

Foi realizado mais um estudo utilizando a-GalCer em modelo de PCM murino,
com camundongos BALB/c imunossuprimidos mimetizando o tratamento da PCM em
pacientes imunossuprimidos. Os camundongos BALB/c receberam dexametasona na
agua como descrito no item 4.13, e 21 dias ap6s o inicio do tratamento com
dexametasona, os camundongos foram infectados com Pb18 e 30 dias apds a infeccédo

procedeu se o tratamento da PCM com a-GalCer 2ug via intranasal.

Foi verificado a carga fungica (UFC) nos pulmdes dos animais infectados (figura
35), aimunizacdo com a-GalCer, associada ou ndo ao peptideo P10, induziu a diminuicao
do numero de células viaveis nos pulmdes dos camundongos BALB/c infectados e
tratados com a-GalCer sozinha ou associado ao P10 (a-GalCer/P10).

Figura 35:Contagem das UFCs dos pulmdes dos camundongos BALB/c imunossuprimido com
dexametasona
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Foi contado o nimero de células viaveis (UFC) dos pulmdes dos camundongos BALB/c
imunossuprimidos com dexametasona, infectados com Pb18 e imunizados com a-GalCer e
a-GalCer/P10. Parte do homogenato foi plaqueado e as placas ficaram armazenadas a 37°

C, 5% CO2 por 10 a 15 dias e entdo as UFCs foram contadas e analisadas.

Os niveis de citocinas do tipo Thl e Th2 foram dosados do homogenato pulmonar

dos animais pelo método de ELISA. Como pode ser visualizado na figura 36.
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Figura 36: Quantificagdo das citocinas Thl e Th2 do homogenato pulmonar dos

camundongos BALB/c imunossuprimidos.
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A quantificacdo das citocinas no homogenato pulmonar dos animais BALB/c imunossuprimidos
foram analisadas pelo método de ELISA. Foram avaliadas as citocinas IL-4 de resposta tipo Th2, IL-

10 (regulatoria) e citocinas do tipo Thi (IL-12 e IFN-R)

O perfil de citocinas Thl demonstraram diferencas em seus niveis. A citocina IL-
12 mostrou discreto aumento no grupo imunizado com o complexo a-GalCer/P10, mas
sem significancia estatistica. Por outro lado, a citocina IFN-y teve altos niveis nos grupos
tratados com a-GalCer associado ou ndo ao peptideo P10. Curiosamente, as citocinas IL-
4 e IL-10 ndo tiveram alteracBes nos niveis dosados do homogenato em nenhum dos
grupos experimentais. A avaliagdo das citocinas mostraram que a associa¢do do o-
GalCer/P10 induzem producdo de citocina pro-inflamatéria IFN-y capaz de incitar

resposta protetora visto pela diminuicdo do numero de células viaveis.
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10. Discussao
As vacinas sdo consideradas o maior achado na salude publica desde o século

passado (NANJAPPA et al., 2014). A erradicacdo de algumas doencas infeciosas como
variola, junto a quase erradicacdo ou 0 sucesso na prevencao de outras infec¢des por virus
ou bactérias, contribuiram para o sucesso da vacinacdo (NANJAPPA et al., 2014). O
desenvolvimento de uma vacina eficaz e segura tem sido o maior obstaculo no controle
de agentes infeciosos, como os fungos particularmente, devido a falta de conhecimento

do mecanismo que sustenta a imunidade protetora (NANJAPPA et al., 2014).

As doencas fungicas estdo entre as primeiras doencas de etiologia conhecida
(SEGAL et al., 2006). As micoses sistémicas que causam doencas severas, apesar de
menos comum, tem aumentado em frequéncia e importancia na medicina moderna
(SEGAL et al., 2006). Essa importancia tem ascendido amplamente a percepcao da
necessidade de se investir em ferramentas imunoldgicas para integrar ou substituir a
quimioterapia, e assim minimizar o uso de antimicrobianos (CASSONE, 2008). Além
disso, 0 aumento no interesse em vacinas também esta relacionado as infec¢des fungicas
sisttmicas em grupos de alto risco: pacientes imunocomprometidos, prematuros,
pacientes com cancer e com tratamento invasivo de longa permanéncia em hospital
(IANNITTI et al., 2012; MEDICI et al., 2015; ROY et al., 2012; SPELLBERG, 2011).

O presente trabalho focou na incorporacdo do peptideo P10 ao adjuvante, com
base em lipidio catiénico, DDA, e a inducdo da resposta imune provocada por ambos. A
utilizacdo de peptideos na imunizacdo necessita de adjuvantes, pois 0s peptideos
sozinhos, mesmo com epitopo escolhido para inducéo de resposta imune desejada, sdo
fracamente imunogénicos (LI et al., 2014; ROTH; WELLER, 2017). O desenvolvimento
de adjuvantes e métodos de entregas inovadores sdo requeridos para alcangar a
estimulacdo de resposta imune apropriada e prolongada (PETROVSKY; AGUILAR,
2004; YANG,; KIM, 2015).

Seguindo os trabalhos anteriores do laboratorio (MAYORGA et al., 2012), foi
utilizado neste estudo o lipideo cationico DDA (DODAB), por mostrar que o lipossoma
liga se eficientemente a antigenos auxiliando na inducgéo de resposta imune (LINCOPAN
et al., 2009a). A habilidade dos lipossomas em induzir resposta imune incorporado ou
associado a antigenos foi descrito pela primeira vez na década de 70 (ALLISON;
GREGORIADIS, 1974, 1976; SCHWENDENER, 2014), desde entdo, lipossomas ou

nano-vesiculas derivadas de lipossomas, tais como arqueossomas e virossomas, tém se
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tornado importantes sistemas carreadores; e 0 interesse por vacinas bas eadas em
lipossomas tem crescido (SCHWENDENER, 2014).

A principal vantagem dos lipossomas, arqueossomas, virossomas e sistemas de
entregas (baseados em lipossomas em particular), é sua versatilidade e plasticidade
(SCHWENDENER, 2014). A composic¢do do lipossoma (lipidios, carga e tamanho) e o
método de preparagdo (sonicacdo, hidratacdo), podem ser escolhidos para alcancar as
caracteristicas necessarias (SCHWENDENER, 2014).

Inicialmente foram feitos estudos de associagdo do lipidio catidnico ao peptideo
P10, para analisar as melhores condicdes fisico-quimicas da associacdo de ambos. Na
primeira etapa do estudo a imunizacdo feita com diferentes concentracGes de DDA/P10
ndo induziu resposta imune protetora nos camundongos C57BI/6 infectados,

provavelmente devido a instabilidade da associacdo entre as estruturas.

O peptideo P10 possui valor de pl de aproximadamente 9,0; pl ou ponto
isoelétrico, € definido pelo pH de uma solu¢do em que a rede de cargas de uma proteina
é igual a zero; (NOVAK; HAVLICEK, 2016). O caréter catiénico do peptideo disperso
em solucdo isotdnica de NaCl com pH 7,2 teve instabilidade coloidal, fraca forca de
repulsdo entre as particulas e alta taxa de agregacdo. A associacdo do DDA e P10 foi de
baixa atracdo eletrostatica e altas taxas de agregacdo como foi visto nas variacdes dos
valores de Pdi e Dz. Esse efeito foi minimizado com o aumento na concentracdo do

lipideo catibnico.

O comportamento das estruturas foi avaliado pelo potencial { (zeta); termo
cientifico para potencial eletrocinético em sistemas coloidais medido pela carga
superficial (GUMUSTAS et al., 2017). Essa caracteristica pode influenciar na
estabilidade da particula, bem como sua captura pelas células apresentadoras de antigeno,
e o trafego intracelular (BUCKTON, 1995). A estabilidade do sistema depende do
balango entre forgas opostas: van der Waals e pela dupla camada elétrica da particula
(GUMUSTAS et al., 2017). Quanto maior a carga superficial, melhor a estabilidade
coloidal das particulas (GUMUSTAS et al., 2017).

Valores de potencial zeta altamente positivos ou negativos acima de 30 mV levam
a monodispersividade; por outro lado, valores menores de carga (5 mV) podem levar a
aglomeragéo das particulas (GUMUSTAS et al., 2017). Alem disso, particulas fortemente

catibnicas sdo mais favoraveis a interagdo com a membrana celular, aumentando suas
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chances de captura, porém, podem ser mais toxicas (GUMUSTAS et al., 2017). O
potencial zeta das particulas pode ser alterado pela variagdo da concentragdo
estabilizadora ou pela modificagdo superficial com agentes cationicos (GUMUSTAS et
al., 2017).

Para alcancar a estabilidade coloidal do complexo DDA/P10, seria necessario o
aumento na concentracdo de DDA, porém, concentracfes superiores 0,5mM do lipidio
ndo sdo viaveis. Estudos prévios com testes de toxicidade realizados em cultura celular,
avaliando concentragdes de 0,5mM de DDA, tiveram taxa de mortalidade celular de 50%
(CARMONA-RIBEIRO et al., 1997; CARMONA-RIBEIRO, 2017). Os principais
obstaculos nas formulacdes lipossdmicas feitas com DDA sdo as altas concentracdes
necessarias (1-10mM) e as grandes dimensdes da estrutura (tamanho) (CARMONA-
RIBEIRO, 2017; DAVIDSEN et al., 2005; TSURUTA et al., 1997).

Por fim, a construcdo do complexo DDA/P10 ndo induziu producdo de citocinas
pré inflamatorias suficientes para a protecdo contra a infeccdo por Pbl8. Estudos
utilizando o DDA em fragmentos de bicamada (DODAB BF), em baixas concentra¢des
do lipidio (([DODAB])<0,1 mM) e antigeno (0,001-0,005mg/mL); mostraram que &s
combinac¢fes adjuvante/antigeno tiveram alta estabilidade quimica, exibindo baixa, ou
mesmo auséncia, de citotoxicidade e foram superiores ao Alum pela capacidade de
induzir resposta imune celular tipo Thl (CARMONA-RIBEIRO, 2017; LINCOPAN et
al., 2009a).

Devido a instabilidade e baixa imunogenicidade do complexo DDA/P10, os
grupos apresentaram extensas lesdes granulomatosas nos cortes histologicos, presenca de
leveduras livres no parénquima pulmonar e altas contagens de células viaveis (UFCs) nos

pulmdes dos camundongos C57BI/6 infectados.

A instabilidade do complexo DDA/P10 direcionou aos estudos com a adi¢do do
polimero aniébnico CMC (carboximetilcelulose). As moléculas de cargas oposta foram
unidas pela interacdo eletrostatica (LbL) (MELO; MAMIZUKA; CARMONA-
RIBEIRO, 2010; VIEIRA; CARMONA-RIBEIRO, 2008), as particulas catidnicas do
DDA foram adicionadas ao polimero aniénico (CMC) e consecutivamente o peptideo
P10.

As estruturas de DDA/CMC/P10 selecionadas para a utilizacdo no tratamento da

PCM murino apresentaram caracteristicas fisico-quimicas estaveis (potencial zeta acima
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de 30 mV, Pdi abaixo de 0,5 e Dz abaixo 150 nm) porém, ndo foram eficientes na indugéo
de resposta imune protetora. O estudo utilizou baixas concentracdes dos trés componentes
do arranjo. As concentragdes utilizadas foram baseadas no estudo feito com PSS/DODAB
(sulfato de poliestireno anidnico) e Silicay/DODAB com antigeno 18kDa-hsp de M. leprae
cuja concentracdo no estudo variou de 0,005 a 0,1 mM de adjuvante, e induziram resposta
imune protetora (LINCOPAN et al., 2009b). Nesse estudo, as particulas (PSS e silica)
foram recobertas com DDA e entdo adicionado o antigeno (LINCOPAN et al., 2009b).
As concentracbes de CMC foram baseadas no trabalho de MELO et al., 2010, que
estudaram esse procedimento (LbL) utilizando DDA/CMC e PDDA (cloreto de
poli(dialildimetilam6nio)) com resultados positivos na entrega do PDDA e sem
toxicidade (MELO et al., 2010).

Em nosso estudo, a imunizagcdo com DDA/CMC/P10, ndo direcionou a producéo
eficiente da resposta imune protetora contra infeccdo por Pbl8, demonstrado pela
contagem de UFCs dos grupos estudado e baixos niveis na producdo de citocinas pro-
inflamatdrias como IFN-y e IL-12. Além disso, como mencionado anteriormente, a
utilizacdo de DDA (DODAB) necessita de altas concentracBes para eficicacia como
adjuvante lipossomal (CARMONA-RIBEIRO, 2017; DAVIDSEN et al., 2005;
TSURUTA etal., 1997). Seria necessario também, aumentar a concentracao do peptideo,
esse fato inviabilizaria o tratamento pois, estudos de PCM murino utilizando o peptideo
P10, mostraram que a concentracdo 6tima para inducdo da resposta imune protetora foi
alcancada com doses de 20ug de peptideo (TABORDA et al.,, 1998) ou menores
(AMARAL et al., 2010).

Embora o uso do DDA como adjuvante seja bem considerado, gragas a sua
versatilidade e controle na produgéo do tamanho e forma; a resposta imune produzida por
ele é insuficiente, especialmente contra antigenos fracos (BRANDT et al., 2000;
CHRISTENSEN et al., 2011), varios estudos mostraram que o nivel, e a qualidade da
resposta imune induzida pelos lipossomas de DDA, podem ser extensivamente
aumentadas pela incorporagdo de imunoestimuladores entre eles a TDB
(CHRISTENSEN et al., 2011). Diante dessas premissas, estudamos a incorporagédo da
TDB em DDA e analisamos as caracteristicas morfoldgicas e fisico-quimicas e assim,

utilizamos o adjuvante junto ao peptideo P10.

As caracteristicas estudadas mostraram estabilidade do sistema, com carga

superficial positiva (superior a 30 mV), baixa taxa de agregacao causada pela repulsao
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das cargas positivas e heterodisperséo. Estudos com DDA mostraram que a incorporacao
da trealose ao lipossoma aumenta ndo s6 as propriedades imunogénicas deste como
também melhoram estabilidade da estrutura. As cadeias behenil ligam-se via éster ao
carbono 6 de cada um dos dois anéis glicopiranose formando a cabeca da estrutura. Estes
anéis tem capacidade de formarem pontes de hidrogénio com o meio dispersante o que
ndo ocorre com o grupo positivo do DDA (CHRISTENSEN et al., 2011).

A imunizacdo com DDA/TDB/P10 induziu resposta imune celular com perfil de
citocinas Thl especialmente IFN-y e IL-12, com baixos niveis de citocinas Th2, e
aumento na producéo de citocinas Th17 (IL-17A e IL-6). A eficiéncia na apresentacéo
foi confirmada pela diminui¢do na carga fungica (UFCs) nos pulmdes dos camundongos
C57BI/6 infectados com Pb18 e pelos granulomas compactos, bem estruturados mostrado

na analise histopatoldgica.

A citocina IFN-y é importante pois modula varios componentes da resposta imune
(KHAN, 2008) conferindo protecdo contra uma variedade de infecgdes flungicas
(ESPINOSA; RIVERA, 2011). Na resposta imune inata ela € produzida principalmente
pelas células NK, embora as células apresentadoras de antigenos possam produzi-la
também (KHAN, 2008). A IFN-y atua como ativador de fagdcitos mononucleares,
aumentando a expressdo tanto de MHC de classe | quanto classe I1; resultando em maior
susceptibilidade as células T citoliticas para reconhecimento e consequentemente
promocdo da resposta imune celular (KHAN, 2008). Leva a ativacdo de iNOS, indugéo
de T-bet e diferenciacédo de linfocitos Thl (ESPINOSA; RIVERA, 2011) e pode suprimir
alternativamente os padrées de respostas Th2 e Th17 (ESPINOSA; RIVERA, 2011). Na
defesa as infeccdes fungicas seu papel foi destacado pela susceptibilidade de
camundongos IFN-y-deficientes a infeccbes com Histoplasma, Cryptococcus,
Blastomyces e Candida (ARMSTRONG-JAMES et al., 2010; CHEN et al., 2005;
DUPLESSIS etal., 2011; ESPINOSA; RIVERA, 2011; KELLEHER et al., 2006; NAGAI
et al., 1995; SHAO et al., 2005; SIDDIQUI et al., 2005; STEVENS; BRUMMER,;
CLEMONS, 2006).

A citocina IL-12 é primeiramente secretada pelas células dendriticas e agem nas
celulas NK promovendo secrecdo de IFN-y; sua funcdo principal é a modulagdo das
celulas T CD4 naive para direcionar diferenciacdo Thl (ESPINOSA; RIVERA, 2011).

Pacientes com desordem genética no receptor IL-12 sdo mais suscetiveis as infeccdes
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fangicas por Coccidioides e Paracoccidioides destacando a importancia da citocina na
imunidade ao fungo (DE MORAES-VASCONCELOS et al., 2005; ESPINOSA;
RIVERA, 2011; VINH et al., 2011). Na auséncia da producédo de IL-12, a secre¢édo de
IFN-y € diminuida e a diferenciacdo Thl é prejudicada (ESPINOSA; RIVERA, 2011,
MAGRAM et al., 1996; O’ GARRA; MURPHY, 2009).

As células T podem também diferenciar se em células Th17, linhagem de células
distinta que produz vérias citocinas e quimiocinas (LIANG et al., 2006; TRISTAO etal.,
2017; ZAMBRANO-ZARAGOZA et al., 2014). A citocitona IL-17 € sintetizada pelas
celulas NK, células T y3, neutrofilos e células linféides inatas durante a resposta imune
inata (MCGEACHY; CUA, 2008; TRISTAO et al., 2017) e pelos linfocitos Th17 durante
a resposta adaptativa (TRISTAO et al., 2017). A citocina IL-17A coordena a inflamag&o
tecidual por meio da expressdo de citocinas pro-inflamatérias e quimiocinas, que

coletivamente determinam a magnitude da resposta inflamatdria (TRISTAO et al., 2017).

As infeccBes fangicas tem sido associada com indugdo da resposta imune Th17
com direcionamento de mecanismos efetores, com producdo de peptideos
antimicrobianos (FERREIRA et al., 2014b; LIANG et al., 2006; TRISTAO et al., 2017;
ZAMBRANO-ZARAGOZA et al., 2014), fatores importantes para o0 recrutamento e
funcdo dos neutréfilos (LAAN et al., 1999; TRISTAO et al., 2017; YE et al., 2001) e
promocao da resisténcia a infeccio(HERNANDEZ-SANTOS; GAFFEN, 2012; PEREZ-
NAZARIO et al., 2013; ROMANI, 2011; TRISTAO et al., 2017).

A citocina IL-6 esta envolvida em varias funcGes imune; pode ser produzida pelas
APCs e promover polarizacao da resposta anti-inflamatéria Th2 (ALLEN; WYNN, 2011;
DIEHL; RINCON, 2002; JIMENEZ-URIBE et al., 2019) e induzir resposta Th17 durante
0 contato com as células T(HEINK et al., 2017; JIMENEZ-URIBE et al., 2019). Pode
também influenciar a aquisicao do fendtipo M2 dos macréfagos(JIMENEZ-URIBE et al.,
2019; MAUER et al., 2014). Além disso, a citocina IL-6, associada ao padrdo Thl7,
constitui se como uma citocina essencial no desenvolvimento do granuloma sendo
importante na resposta protetora durante a infecgdo (TRISTAO et al., 2017). Estudos com
P. brasiliensis demonstraram que a citocina IL-6 aumenta resisténcia murino contra
leveduras (PINA et al., 2013; TRISTAO et al., 2017); em PCM experimental, a infeccio
induziu sintese de IL-6 nos estagios iniciais da infeccdo e isto foi essencial para
direcionamento do perfil imune Th17 (TRISTAO et al., 2017).
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No presente estudo, as diferentes concentragdes de DDA/TDB foram utilizadas na
avaliacdo da estabilidade adjuvante/peptideo e inducdo na producao de citocinas. N0ossos
resultados mostraram que a imunizagdo com concentracGes maiores do adjuvante tiveram
baixos niveis na producdo de citocinas Thl (IFN-y e IL-12) e Th17 (IL-17) e foram
coerentes com o0s estudos de VAN DISSEL et al., 2014, onde a utilizacdo de
concentracdes media e altas do adjuvante diminuiram a producdo de algumas citocinas
(VAN DISSEL et al., 2014).

As populacdes de macrofagos exibem forte plasticidade, que varia de acordo com
0 estimulo, e microambiente da lesdo, podendo ser classificado como tipo M1 ou M2
(PAGLIARI et al., 2018). Durante o curso da infeccdo a mudanca fenotipica de
macrofagos M1 para macréfagos M2 esta envolvida com a resolucéo da doenca, onde 0s
macrofagos M1 sdo substituidos por macrofagos M2 por estes serem menos toxicos e por
sua atividade reparadora (JABLONSKI et al., 2015). Os macréfagos M1 estdo envolvidos
na resisténcia bacteriana e séo ativados via IFN-y enquanto os macrofagos M2 estdo
envolvidos no reparo tecidual e sdo ativados pela citocina IL-4 (JABLONSKI et al., 2015;
ORDWAY et al., 2006; PFEFFER et al., 1993).

Os macréfagos internalizam e processam antigenos para apresentar aos linfécitos
T através das moléculas MHC classe I (JAKUBZICK; RANDOLPH; HENSON, 2017,
JIMENEZ-URIBE et al., 2019), entretanto, outros sinais co estimulatdrios sdo requeridos
para induzir totalmente a ativacao dos linfocitos T. As moléculas CD80 e CD86 sdo as
principais moléculas co estimulatorias expressas na superficie das APCs (JIMENEZ-
URIBE et al., 2019). A molécula CD86 tem alta afinidade pela molécula CD28 enquanto
CD80 tem alta afinidade por CD152 (COLLINS et al., 2002; PALERMO et al., 2012). A
molécula CD28 esta envolvida na ativacdo das células T, sinalizacdo para proliferacdo
celular, secrecdo de IL-2 e sobrevivéncia celular pelo aumento da expressao de Bcl-2,
enquanto CD152 para a ativacgéo celular, favorece a apoptose e induz tanto anergia quanto
tolerancia (PALERMO et al., 2012).

O resultado do estudo das populagdes dos pulmdes, identificou grande quantidade
de macr6fagos M1 nos estagios iniciais do tratamento da PCM com DDA/TDB/P10,
mostrando que esses macrofagos sdo essenciais nos estagios iniciais da infeccéo.
Intensidade da populagdo de macrofagos M1 diminuiu ao final do experimento,
mostrando possivel troca de fénotipo M1 para M2. Porém, quando foi realizada avaliagcdo
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da atividade dos macréfagos M2 mostraram que essa célula foi pouco ativa durante todo
o tratamento da PCM com DDA/TDB/P10.

A intensidade (MFI) de células CD80 dos macrofagos M2 ndo mostrou alteracéo
consideravel em seus niveis nos intervalos verificados; enquanto que a intensidade de
CD86 nos grupos infectados e tratados nos intervalos finais do experimento tiveram

intensidade menores estatisticamente que o grupo sham.

Os macrofagos possuem um grau notdvel de plasticidade funcional, como
exemplificado por sua habilidade em rapidamente, e reversivelmente, trocar entre
diferentes estados de ativacdo (DAVIS et al., 2013; EDWARDS et al., 2006;
GRATCHEV et al., 2006; PORCHERAY et al., 2005; RAGGI et al., 2017; STOUT et
al., 2005; TARIQUE et al.,, 2015). O desequilibrio na polarizacgio M1/M2 ou
repolarizacdo dos macrofagos residentes é frequentemente associado com varias doencas,
e a mistura de fenotipos M1/M2 foi descrita em algumas situacdes patoldgicas como
cancer, doencas autoimunes ou inflamatérias e infecgdes cronicas (KHALLOU-
LASCHET et al., 2010; PORTA et al., 2009; RAGGI et al., 2017; ZEYDA et al., 2007).

Nossos resultados mostram uma grande quantidade de macréfago duplo positivo
foi encontrada nos pulmdes dos camundongos C57BI/6, principalmente nos primeiros
estagios da infeccdo. O estudo da ativacdo das células M1/M2 mostraram baixa
intensidade ou intensidade semelhante ao grupo sham durante todo o experimento,
mostrando que as células poderiam ndo estar ativas. RAGGI et al., 2017 defendem a ideia
de que o estado de polarizagdo dos macréfagos ndo é determinado apenas pelo tipo de
estimulo, mas depende também do ambiente tecidual local em que elas se diferenciam
(CROWTHER et al., 2001; LAVIN et al., 2014; RAGGI et al., 2017), no nosso estudo o
estimulo ou o microambiente podem ndo ter sido suficiente para ativacao e polarizacao

dos perfis M1/M2 ou, no tempo investigado as células poderiam estar desativadas.

As células NK contribuem para a resisténcia da inata a infec¢des através de uma
variedade de mecanismos incluindo a secre¢do de citocinas pro-inflamatorias e
imunoregulatdrias e quimiocinas, lise das células do hospedeiro infectadas e morte direta
das leveduras(LIEBERMAN; MANDELBOIM, 1994; LONGHI et al., 2012; VIVIER et
al., 2008). Em PCM, LONGHI et al., 2012; e PERACOLI et al., 1991, demonstraram que
que as células NK tem atividade citotoxica reduzida em pacientes com a doenca
(LONGHI et al., 2012; PERACOLI et al., 1991). Nossos resultados mostraram que 65
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dias apos a infeccdo, a porcentagem de células NK entre o grupo infectado e imunizado
com DDA/TDB/P10 foram idénticas e baixas.

Os linfécitos T CD4* também foram avaliados durante o experimento. Embora o
adjuvante DDA/TDB e o peptideo P10 tenha conhecida capacidade de estimular resposta
Th1, como comprovado pelo aumento nos niveis de citocinas pro-inflamatorias; nao
foram encontradas diferencas em seus niveis nos grupos analisados em nenhum dos
intervalos verificados. Por outro lado, os linfécitos T CD8* apresentaram diferencas em

seus niveis quando comparados aos linfocitos CD4" do mesmo grupo.

O estudo realizado com a-GalCer e peptideo P10 em modelo murino de PCM na
linhagem BALB/c, induziu resposta imune protetora com producdo de altos niveis de
citocinas pro-inflamatéria especialmente 1L-12. O glicolipidio a-GalCer tem como
propriedade inducdo rapida na producdo de citocinas regulatérias como IL-4, IL-12 e
IFN-y das células NKTs. Estudos utilizando a-GalCer em cultura de células mostraram
que as células dendriticas apresentaram eficientemente o glicolipideo as células NKTs
produzindo grandes quantidades de IL-12 (FUJII et al., 2002; KADOWAKI et al., 2001;
KITAMURA et al., 1999; NISHIMURA et al., 2000; TAKAHASHI et al., 2000;
TROBONJACA et al.,, 2001; YANG et al.,, 2000). Em estudo onde o-GalCer foi
administrado via intranasal associado ao peptideo R15K (antigeno de HIV-1); o a-GalCer
induziu a atividade dos linfocitos T citotdxicos especificos para o antigeno porém, a
producdo de IFN-y peptideo-especificas das células NKTs ndo foi significante
(COURTNEY et al., 2009).

A associacdo a-GalCer/Bactrin em estudos de recidiva da PCM em modelo
murino ndo induziram resposta protetora de longo termo. Embora o a-GalCer tenha
consideravelmente diminuido o ndmero de células viaveis nos pulmdes dos
camundongos, sozinho ou associado ao tratamento antifingico; a protecdo induzida pelo
glicolipido ndo foi de longo termo, ndo evitando as recidivas apos o final do tratamento
(82dpi).

No modelo de imunossupressdo 0 ensaio mimetizou pacientes com sistema
imunoldgico suprimido (com algum tipo de deficiéncia no sistema imune, esses pacientes
sdo mais suscetiveis a infecgdes, entre elas, infecg¢bes fungicas) (MEDICI; DEL POETA,
2015; SPELLBERG, 2011). O tratamento realizado com a-GalCer em camundongos

BALB/c imunossuprimidos induziu producdo de altos niveis de citocinas pro-
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inflamatorias pelas células NKTs principalmente IFN-y, e levou a diminuicdo na carga

fungica nos pulmdes dos camundongos infectados.

A ativacgdo das células NKT tipo 1 produzem um coquetel de moléculas efetoras
solaveis (LIAO; ZIMMER; WANG, 2013). Tradicionalmente, essas células (tipo 1)
foram definidas por sua habilidade de produzir IL-4 e IFN-y que influenciam a geracao
de resposta imune Thl e Th2 entre outras citocinas de ambos perfis (LIAO; ZIMMER;
WANG, 2013). As células NKTs tipo 2 podem secretar citocinas pré-inflamatdria e anti-
inflamatorias, e compartilham alguma funcBes imunes com as células tipo 1(LIAO;
ZIMMER; WANG, 2013).

O estudo evidenciou a imunogenicidade do peptideo sintético P10 incorporado ao
adjuvante baseado em lipideo catibnico DDA/TDB. Foi evidenciado que o lipideo
catiénico sozinho, embora seja um 6timo sistema de entrega, tem fraca imunogenicidade.
A incorporacdo da trealose dibehenato ao lipossoma aumentou suas caracteristicas
imunogénicas e sua eficiéncia na apresentacdo do peptideo as células apresentadoras de
antigeno, provocando resposta imune celular satisfatoria. A imunizacdo com
DDA/TDB/P10 embora eficiente, ndo alterou as populacdes celulares significativamente,
duas questdes podem ser levantadas nessa parte do estudo: o painel de marcadores pode
ndo ser o mais indicado nesse tratamento, necessitando de marcadores para M1 e M2 mais

eficazes; ou o tempo verificado do experimento ndo tenha sido o mais indicado.

A utilizagdo do glicolipidio a-GalCer mostou ser um 6timo agonista na resposta
imune contra PCM murino. Em todos os ensaios o glicolipidio levou a diminuigdo no
numero de células viaveis dos pulmdes dos camundongos e induziu producao de citocinas
pré-inflamatorias. O glicolipidio auxilio ainda na diminuicdo da carga fingica e aumento
de citocinas no modelo de imunossupressao dos camundongos, favorecendo seus estudos
nesse modelo. Entretanto, a resposta de longo termo ndo foi alcangada com o uso do
glicolipidio; a resposta, embora robusta e protetora, ndo manteve os niveis de citocinas

pré inflamatorias por tempo adequado nédo evitando as recidivas.
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11. Conclusao

O estudo do peptideo P10 incorporado em lipidio catiénico em modelo murino de

PCM levou as seguintes conclusdes:

- A imunizacdo via subcuténea do peptideo P10 associado ao lipidio catidnico nos

camundongos C57BI/6, ndo produziu resposta imune protetora.

- A incorporacédo do polimero aniénico CMC ao complexo DDA/P10 aumentou a carga
superficial da estrutura e causando melhor estabilidade do coloide, porém n&o induziu

resposta imune protetora suficiente para conter a infeccdo fangica.

- A incorporacdo de trealose dibehenato ao DDA aumentou sua estabilidade e
imunogenicidade. O complexo DDA/TDB/P10 modulou resposta imune celular
Th1/Th17 que foi capaz de proteger os camundongos contra a infeccao fangica.

- A imunizacdo com DDA/TDB/P10 ndo induziu aumento na frequéncia de linfocitos T
CD4" nos intervalos de tempo medido, durante o tratamento da PCM com o
DDA/TDB/P10.

- A imunizacdo, via intranasal, com a-GalCer/P10, de camundongos BALB/c infectados
com P. brasiliensis diminui a carga fangica nos pulmdes dos camundongos, porém nao

levou a producdo de citocinas pré-inflamatorias estatisticamente.

- A imunizacgdlo com o-GalCer aliada ao tratamento  antifungico
sulfamethaxazol/trimethropin foi efetiva em curto prazo, mas ndao produziu resposta

protetora de longa duracdo nédo evitou as recidivas 82 dias apds a infeccdo com Pb18.

- A imunizagdo com a-GalCer/P10 em modelo murino de imunossupresséo foi capaz de

induzir resposta protetora imune com perfil Thl.
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