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RESUMO

Dias LS. Envolvimento dos neutrofilos na modulacdo da resposta imune em
camundongos BALB/c vacinados com o peptideo P10 na paracoccidioidomicose
experimental. [Tese (Doutorado em Microbiologia)] - Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo; 2017.

A paracoccidioidomicose, uma micose sistémica e endémica em diversos paises da
Ameérica Latina, principalmente no Brasil, Colémbia, Argentina e Venezuela, € um
importante problema de saude publica. Embora exista tratamento, o mesmo €
prolongado e casos de recidiva sdo comuns. Nesse sentido, 0 desenvolvimento de
novas abordagens terapéuticas, como as vacinas, sao extremamente importante.
Além disso, € imprescindivel compreender a participacdo de diferentes populacdes
célulares na resposta imune desencadeada pela vacina. Desse modo, 0 objetivo
dessa tese foi avaliar a participacdo dos neutrofilos na resposta vacinal induzida pelo
peptideo P10 utilizando o modelo murino experimental na paracoccidioidomicose.
Nossos resultados, in vitro, indicaram que a expressao de receptores como dectina-
1, TLR-2 e TLR-4 em neutrdfilos pode ser modulada sob efeito da vacina (peptideo
P10 associado ao lipideo catibnico DODAB); in vivo, observamos que a vacina
terapéutica reduziu a carga fangica pulmonar em animais infectados por 15 ou 30
dias com reducao de neutréfilos nos pulmdes dos animais infectados por 15 dias.
Estruturas sugestivas de NETs foram visualizadas nos pulmdes dos animais com 15
dias de infeccdo. A administracdo passiva do anticorpo monoclonal Gr-1 (clone
RB6/8C5), com especificidade contra Ly6C e Ly6G, levou a deplecdo dos
neutréfilos. Vinte e quatro horas antes de cada imunizacdo, a administracdo do
anticorpo monoclonal Gr-1 indicou que neutréfilos sdo importantes no contexto da
imunizacdo, uma vez que a carga fungica pulmonar nao foi reduzida em comparacao
aos controles. Assim, concluimos que a vacina pode modular a infiltracdo dos
neutréfilos no local da infeccéo, entretanto este fenbmeno observado depende de
variaveis entre elas, 0 momento que a infec¢do experimental é realizada.

Palavras-chave: Paracoccidioides brasiliensis, Neutrofilos, Vacina,
Paracoccidioidomicose, P10.



ABSTRACT

Dias LS. Involvement of neutrophils in the modulation of the immune response in
BALB/c mice vaccinated with the P10 peptide in experimental
paracoccidioidomycosis. [thesis (Doctoral in Microbiology)]. - Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo; 2017.

Paracoccidioidomycosis, a systemic mycosis and endemic in several Latin American
countries, mainly in Brazil, Colombia, Argentina and Venezuela, is an important
public health problem. Although there is treatment, it is prolonged and cases of
relapse are common. In this sense, the development of new therapeutic approaches,
such as vaccines, is extremely important. In addition, it is imperative to understand
the participation of different cell populations in the immune response triggered by the
vaccine. Thus, the aim of this thesis was to evaluate the participation of neutrophils in
the vaccine response induced by the P10 peptide using the experimental murine
model in paracoccidioidomycosis. Our results, in vitro, indicated that the expression
of receptors such as dectin-1, TLR-2 and TLR-4 in neutrophils can be modulated
under the effect of the vaccine (peptide P10 associated with the cationic lipid
DODAB). In vivo, we observed that the therapeutic vaccine reduced lung fungal load
in infected animals for 15 or 30 days with reduced neutrophils in the lungs of infected
animals for 15 days. Structures suggestive of NETs were visualized in the lungs of
animals with 15 days of infection. Passive administration of Gr-1 monoclonal
antibody (clone RB6 / 8C5), with specificity against Ly6C and Ly6G, led to neutrophil
depletion. Twenty-four hours before each immunization, administration of Gr-1
monoclonal antibody indicated that neutrophils are important in the immunization
context, since lung fungal load was not reduced in comparison to controls. Thus, we
conclude that the vaccine can modulate the infiltration of neutrophils at the site of
infection, however this phenomenon observed depends on variables between them,
the moment the experimental infection is performed.

Keywords: Paracoccidioides brasiliensis, Neutrophils, Vaccine,
Paracoccidioidomycosis, P10.
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1 INTRODUCAO

A paracoccidioidomicose (PCM) € uma micose sistémica de carater
granulomatoso endémica em diversos paises da Ameérica Latina, sendo Brasil,
Coldbmbia e Venezuela os paises que registram a maior parte dos casos. Alguns
casos de importacdo foram registrados na Europa, Asia e Estados Unidos. No Brasil,
o Estado de Sao Paulo é responsavel pela maior parte dos casos. Além disso, Os
Estados do Mato Grosso, Mato do Grosso do Sul, Rondonia e Parana registram

atualmente muitos novos casos de PCM (Martinez, 2015).

No que diz respeito a etiologia da doenca, € causada pelo fungo
Paracoccidioides spp., sendo reconhecidas duas espécies: P. brasiliensis e P. lutzii.
E um fungo termodimérfico que apresenta-se na forma de bolor & 25 °C e na forma
de levedura quando a 37 °C (Bagagli et al., 2008). H4 um consenso entre 0s
pesquisadores de que a forma de bolor é a forma infectante e a levedura a forma

patogénica.

E descrito que apenas uma pequena parcela dos individuos que entraram em
contato com o fungo desenvolverédo a doenca (Benard, 2008). Desses, a maior parte
irA manifestar a forma crénica (adulta) da doenca que é essencialmente de base
pulmonar associada ou ndo com o comprometimento de regibes muco-cutaneas, e
que acomete geralmente individuos do sexo masculino, entre 35 e 60 anos e com
atividades ligadas ao solo (Shikanai-Yasuda et al., 2006). A outra forma da doenca &
a aguda (juvenil), caracterizada por inicio rapido e pelo comprometimento do sistema
reticulo-endotelial tanto em homens quanto mulheres (Benard, 2008). Em relacao a

faixa etaria acometida ou séo individuos jovens ou idosos.

O tratamento da PCM pode ser feito com derivados azolicos ou a associacéo
sulfametoxazol-trimetropim na maioria dos casos. Entretanto, alguns casos mais
graves requerem a utilizacdo de anfotericina B (Shikanai-Yasuda, 2015). Embora
haja tratamento, o mesmo € longo (de 6 meses até 2 anos) e casos de recidivas sao
frequentes. Além disso, alguns pacientes desenvolvem sequelas que podem

incapacita-los para a execucgéo de suas atividades (Shikanai-Yasuda et al., 2006).

Os casos de recidiva e sequelas observados na PCM demonstram claramente

a necessidade de uma terapia mais efetiva. Nesse sentido, as possibilidades sao
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inUmeras. Por um lado, h4 a formula¢des de novos antifingicos ou a modificacdes
daqueles j& disponiveis de modo a melhorar a distribuicdo, a biodisponibilidade e
reduzir o tempo de tratamento e os efeitos toxicos. Em outro polo, hd o
desenvolvimento de vacinas ou imunomoduladores que visam melhorar a resposta
imune do hospedeiro e levar a resolucdo da doenca. Nesse Uultimo polo é
interessante perceber o desenvolvimento das chamadas vacinas terapéuticas e a
possibilidade de administrar as mesmas junto a um regime de antifungico, podendo

reduzir dose e tempo de tratamento.

No que se refere a vacina em PCM, o0 nosso grupo de pesquisa, coordenado
pelo Dr. Carlos Pelleschi Taborda, tem contribuido de forma expressiva. Ha pelo
menos 10 anos sao realizados diversos estudos envolvendo o peptideo P10 como
antigeno vacinal voltado para PCM. Esse peptideo é derivado de uma glicoproteina
de 43 kDa, uma importante proteina de P. brasiliensis envolvida em diversos

processos.

Os dados obtidos com P10 ao longo do tempo demonstram claramente sua
efetividade em diferentes abordagens. No entanto, para que os estudos possam
avancar e chegar até a fase clinica, € necessario que haja uma melhor
caracterizacdo da resposta imune envolvida, sobretudo no que diz respeito a

participacdo de alguns tipos celulares.

Nesse sentido, em um dos estudos realizados pelo nosso grupo foi observado
um intenso infiltrado neutrofilico nos pulmdes de camundongos infectados com P.
brasiliensis e que foram tratados com a vacina de P10. Paralelamente, esses
animais apresentaram menor carga fangica, resposta imune do tipo Thl e tecido
pulmonar mais preservado, quando comparado com 0 grupo controle, somente

infectado com as leveduras.

Diante dos dados expostos acima, fica evidenciado a necessidade de melhor
entendimento sobre a participacdo dos neutrdfilos na dinadmica vacinal. E necessario
investigar a vacina e a modulacdo das diferentes populacdes celulares como os
neutréfilos, sobretudo no que se refere a expressdo de receptores de
reconhecimento padréo (TLRs, Dectina-1, entre outros) e na habilidade de morte e
de fagocitose. Por outro lado, é importante demarcar a atividade dos neutrofilos no

processo de imunizagao e na resposta imune final desencadeada pela vacina. Deste
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modo, todo 0 exposto se enquadra como justificativa para a execugcao do presente
trabalho.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Determinar o envolvimento dos neutréfilos na resposta imune de camundongos
infectados com P. brasiliensis e tratados com vacina terapéutica constituida pelo

peptideo P10 e pelo lipidio catibnico DODAB.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar a intensidade de migracdo de neutréfilos nos pulmbes de animais

infectados com leveduras de P. brasiliensis por 15 ou 30 dias e vacinados com P10;

Avaliar a carga fangica, perfil de citocinas, inflamagéo e fibrose nos pulmdes de
camundongos infectados por 15 ou 30 dias e vacinados com P10;

Determinar a  importdncia dos  neutréfilos no  processo  de

imunizacao/tratamento;

Determinar a atividade dos neutréfilos na resposta imune final desencadeada

pela vacina,

Avaliar os efeitos da deplecdo de neutréfilos pela utilizando anticorpo
monoclonal RB6-8C5, em camundongos infectados ou infectados e vacinados com
P10;

Determinar a inducdo ou presenca de NETs (Neutrophil Extracelullar Traps)
nos pulmdes dos animais infectados e/ou submetidos ao processo vacinal com P10;

Avaliar a expressao de TLR-2, TLR-4 e dectina-1 em neutrofilos estimulados in
vitro com a vacina e analisar o impacto sobre a habilidade dessas células em

fagocitar e matar leveduras de P. brasiliensis;

Determinar a existéncia de interacdo entre neutrofilos estimulados com P10 e

linfécitos de camundongos infectados e/ou vacinados.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Aspectos gerais sobre a paracoccidioidomicose

As micoses pulmonares constituem importante problema de saude publica para
a populacdo em geral, em virtude do nimero crescente de individuos acometidos,
principalmente pacientes com algum tipo de comprometimento imunolégico (terapia
imunossupressora poés-transplante, uso de corticbéide, SIDA e tratamento
oncoldgico). Estas micoses atingem percentual bastante elevado em individuos em
idade produtiva, levando muitas vezes, a incapacitacdo, sequelas e ocasionalmente
a Obito (Shikanai-Yasuda et al., 2006).

Dentre essas micoses, a paracoccidioidomicose (PCM) é a micose sistémica
mais prevalente na América Latina, com 80% dos casos sendo registrados no Brasil,
seguido de Colombia, Venezuela e Argentina (Brummer et al., 1993; Martinez,
2015). No Brasil, a maior parte dos casos se concentram nas regides sudeste (Sao
Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais e Espirito Santo), centro-oeste (Mato Grosso do
Sul e Goias) e Sul (Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul). Entretanto, outras
regides tem casos registrados, destacando-se os Estados do Para, Tocantins,

Maranhao e mais recentemente o Estado de Rondbnia (Martinez, 2015).

A paracoccidioidomicose também foi registrada na Europa, EUA, Africa e Asia,
mas todos os casos foram revisados e considerados de importacdo uma vez que 0s
individuos acometidos relataram terem visitado ou trabalhado em &areas endémicas

na América Latina (Martinez, 2015).

O primeiro pesquisador a descrever a PCM foi Adolfo Lutz, em 1908, em um
trabalho no qual analisou dois pacientes que apresentavam lesdes na mucosa oral
(Negroni, 1993). A micose primeiramente foi denominada como Doenca de Lutz-
Splendore-Almeida, Blastomicose brasileira e depois por blastomicose sul-
americana. Em 1971, durante o encontro internacional sobre PCM em Medellin
(Colébmbia), o termo paracoccidioidomicose foi aceito e utilizado mundialmente
desde entdo (Almeida et al., 2003).
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Coutinho et al. (2002) estudando 3.181 Obitos por paracoccidioidomicose no
Brasil, a partir de séries temporais de 16 anos (1980-1995), revelaram que durante
esse periodo a PCM mostrou grande magnitude, sendo considerada como oitava
causa de mortalidade por doenca predominantemente cronica ou repetitiva entre as
infecciosas e parasitarias, e a mais elevada taxa de mortalidade entre as micoses
sistémicas. A taxa de mortalidade média anual foi de 1,45/milhdo de habitantes,
predominando em individuos do sexo masculino, com 84,75% dos 6bitos. O grupo
etario entre 30-59 anos foi 0 mais atingido, seguido dos individuos com 60 anos ou
mais (Coutinho et al., 2002).

Em estudo desenvolvido por Bittencourt et al. (2005), sobre a mortalidade por
paracoccidioidomicose no Estado do Parana, no periodo de 1980 a 1998, utilizando-
se como fonte de dados os registros de 6bitos do SIM e a populacdo estimada pelo
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a taxa de mortalidade média
anual foi de 3,48 por milhdo de habitantes e destacou-se como a quinta causa de
mortalidade entre as doencas infecciosas e parasitarias predominantemente
cronicas, apresentando a mais alta taxa de mortalidade entre as micoses sistémicas
(Bittencourt et al., 2005).

Posteriormente, Prado et al. (2009), analisando dados epidemiologicos de 1996
a 2006, mostrou que no territorio brasileiro os maiores indices de mortalidade dessa
micose concentram-se na regido Sudeste, destacando-se os Estados de S&o Paulo,
Minas Gerais e Rio de Janeiro, e na regido Sul, nos Estados do Parana e Rio
Grande do Sul. A PCM foi a principal causa de morte entre as micoses sistémicas
(Prado et al., 2009).

Os estudos de incidéncia mostram que areas estabilizadas apresentam uma
estimativa entre 1 a 4 casos/cem mil habitantes/ano. Entretanto, Estados como
Rondonia atingem 9,4 casos/cem mil habitantes/ano e algumas cidades do Estado
podem até ultrapassam esses indices (Vieira et al., 2014).

Nessa dindmica epidemiolOgica, alteragbes soécio-ambientais podem mudar a
distribuicdo da doenca no territério brasileiro ou mesmo a incidéncia e prevaléncia.
Nesse sentido, alteragfes climéticas provocadas pelo fenébmeno El nifio entre 1982 e
1983 foram associadas com casos de PCM aguda/subaguda ocorridos de 1 a 2 anos
depois na regido Sudeste (Barrozo et al., 2010). O aumento de casos no Estado de
Rondbnia tem sido associado ao desmatamento e consequente implantacdo de

areas destinadas a agricultura ou a criagdo de gado (Vieira et al., 2014). Em
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contrapartida, tem sido observado uma reduc¢do no niumero de casos de PCM aguda
no Estado do Mato Grosso do Sul, provavelmente resultante do combate ao trabalho
infantil (Fabris et al., 2014).

N&o obstante, € relevante saber que a PCM € inserida como um grave
problema de saude publica uma vez que acomete principalmente homens na fase
mais produtiva da vida, visto que 84,75% dos casos ocorrem entre 30 e 60 anos, e
gue resultam em sequelas secundarias a infeccdo podendo incapacitar o individuo
para o trabalho (Brummer et al., 1993; Martinez, 2015).

Entretanto, apesar de todo o contexto epidemioldgico, o Ministério da saude néo
incluiu a paracoccidioidomicose na lista de doencas de notificacdo compulsoéria,
assim alguns autores ndo acreditam que os dados existentes reflitam a realidade da
doenca (Shikanai-Yasuda et al., 2006).

3.2 Etiologia e filogenia

O principal agente etioldgico da paracoccidioidomicose € o fungo termo-
dimérfico do género Paracoccidioides spp. Inicialmente, Splendore, em 1912,
designou o fungo como Zymonema brasiliensis, mas Floriano de Almeida, em 1930,
comparando as diferencas acentuadas nas caracteristicas morfolégicas e biolégicas
do fungo da micose sul-americana e de Coccidioides immitis prop6s o0 nome de
Paracoccidioides brasiliensis, assim classificando o novo achado em um novo
género e espécie. Recentemente foi descrito uma nova espécie, P. lutzii,
responsavel principalmente por casos da doenca na regido Centro-Oeste do

territério brasileiro (Teixeira et al., 2009).

Alguns pesquisadores supdem que o fungo Paracoccidioides spp. ocorre como
saprofito no solo, onde provavelmente estd na forma de micélio. Sua transicédo
morfologica é dependente de temperatura, apresentando forma miceliana entre 19
°C - 23 °C e forma de levedura entre 36 °C — 37 °C (San-Blas et al., 2002).

Recentemente foi descrito o que parece ser um novo isolado nédo cultivavel de
P. brasiliensis que esta envolvido em lesbes cutaneas em golfinhos (Vilela et al.,
2016). Essa conclusao foi obtida a partir de analises genéticas de DNA extraido de

granulomas cutaneos em golfinhos da espécie Tursiops truncatus. Essa analise
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revelou 100% de homologia com P. brasiliensis e 93% com P. lutzii (Vilela et al.,
2016).

Inicialmente Paracoccidioides spp. era considerado como fungo imperfeito, em
virtude da sua fase sexual ndo ter sido caracterizada, mas com o refinamento das
técnicas moleculares este fungo passou a ser classificado como pertencente a
familia Onygenaceae sensu latu (ordem Onygenales, filo Ascomycota) {Formatting
Citation}. Posteriormente, foi proposto um clado monofilético distinto de
Onygenaceae lato sensu, sendo denominada familia Ajellomycetaceae que incluem
0s géneros Blastomyces, Emmonsia, Histoplasma e Paracoccidioides (Untereiner et
al., 2004). Um importante tragco compartilhado por todos os membros dessa familia é

a sua adaptacéo aos vertebrados.

Os estudos filogenéticos tem classificado P. brasiliensis em quatro espécies
cripticas (S1, PS2, PS3 e PS4) com diferentes caracteristicas evolutivas e
distribuicdo geogréafica. S1 é considerado um grupo monofilético recombinante e
com ampla distribuicdo da América do Sul, sendo responsavel pela maior parte dos
casos de PCM. PS2 também é recombinante s6 que parafilético, e € encontrado no
Brasil e na Venezuela. Ja PS3 é uma populacdo clonal e monofilética, sendo
registrada s6 na Colémbia. Por sua vez, o grupo PS4 foi recentemente introduzido e
€ classificado como um grupo monofilético de isolados clinicos da Venezuela
(Matute, 2005; Theodoro et al., 2012).

Em relacdo a P. lutzii, estima-se que o seu grupo monofilético foi separado dos
grupos S1, PS2 e PS3 a aproximadamente 30 milhdes de anos atras. Esta espécie é
endémica nas regides Norte e Centro-Oeste do Brasil (Estados de Rondb6nia, Mato
Grosso e Goias) e compartilha algumas areas geograficas com o grupo S1 (Teixeira
et al., 2013).

3.3 Aspectos ecoldgicos do fungo Paracoccidioides

O fungo Paracoccidioides spp. é predominantemente encontrado em regides
de clima umido, com temperaturas médias de 17 a 24 °C, alto indice pluviométrico,
solo acido e vegetagcdo densa, como florestas tropicais e subtropicais (Restrepo,
1985; Brummer et al.,, 1993). Em um elegante trabalho foi observado que

Paracoccidioides spp. cresce bem em solos arenosos e argilosos quando a umidade



29

é alta, enquanto que na condi¢do de baixa umidade ndo h& crescimento (Tercarioli
et al.,, 2007). Também foi observado que o fungo € incapaz de crescer em alguns
solos contendo altas quantidades de aluminio trocavel e baixa saturacdo de bases
(Tercarioli et al., 2007).

Além destes fatores, os hospedeiros de Paracoccidioides spp. tém grande
relevancia na compreensao de sua ecologia. Excetuando o homem, o hospedeiro
mais comum é o tatu-de-nove-faixas (Dasypus novemcintus), sendo o fungo isolado
desses animais por grupos de pesquisa do Brasil e da Coldmbia (Corredor et al.,
1999; Restrepo et al., 2001; Bagagli et al., 2003). Nesta espécie de tatu o fungo tem
sido isolado em 75-100% dos animais capturados em areas hiperendémicas de
PCM, mostrando uma alta frequéncia de infeccdo (Restrepo et al., 2001; Bagagli et
al., 2003). Estes isolados sao indistinguiveis dos isolados clinicos em termos de
antigeno, viruléncia e perfil molecular, confirmando que o mesmo gendtipo infecta
animais e humanos (Hebeler-Barbosa et al., 2003). Corredor et al. (2005) isolaram
Paracoccidioides de outra espécie desse mamifero: tatu de cauda nua (Cabassous

centralis).

Os tatus apresentam algumas caracteristicas que parecem favorecer a
infeccdo por leveduras de Paracoccidioides spp., como 6tima temperatura corporal
(entre 32,7 e 35 °C), baixa imunidade celular e constante contato com o solo
(Eduardo Bagagli et al., 2008). E hipotetizado que o parasitismo nesses animais
possibilitaria a preservacdo da forma saprofita e contribuiria para a reproducéo
sexual, por promover a proximidade de tipos de acasalamentos em um ambiente
protegido, como o tecido ou 6rgdos do tatu (Bagagli et al., 2006). Além disso, 0s
tatus parecem ter um importante envolvimento na evolug¢do de Paracoccidioides spp.
para a condicdo zoofilica (Bagagli et al., 2006). O fungo também ja foi isolado de
cées, pinguins, bicho-preguica e fezes de morcego (Grose,Tamsitt, 1965; de Farias
et al., 2011; Trejo-Chéavez et al., 2011).

3.4 Infeccdo e manifestagdes clinicas

A aquisicdo do fungo pelo hospedeiro humano ocorre através da inalagdo de
conidios produzidos na sua fase miceliana. O tamanho reduzido destes (menores

que 5 um) permite ao fungo atingir os alvéolos pulmonares, local de inicio da
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infeccdo e onde ocorre a transicdo para a sua fase leveduriforme (Restrepo et al.,
2001). A levedura apresenta parede celular espessa e birrefringente, como diametro
variando de 5 a 30 um e podendo apresentar brotamentos Unicos ou multiplos,

sendo este ultimo aspecto chamado de “roda de leme” (De Oliveira et al., 2015).

Alguns fatores que influenciam a dindmica da infeccdo humana por
Paracoccidioides incluem o desmatamento acelerado e o revolvimento do solo para
o plantio (Barrozo et al., 2009). E especulado que tais atividades trazem o fungo,
que inicialmente encontrava-se entre 2 a 20 cm abaixo da terra, para a superficie
onde podera ser inalado pelo trabalhador (Bagagli et al., 2008). Outro fator relevante
para infec¢do do individuo trata-se da interacdo entre temperatura, umidade relativa
do ar e chuva, que podem favorecer a formacao de aerossoéis contendo 0s esporos
do fungo (Barrozo et al., 2009).

Apés inalacdo dos conidios ou fragmentos de micélio pelo hospedeiro, o
patdgeno é convertido para a forma de levedura, estabelecendo a infeccdo. O fungo
pode permanecer confinado aos pulmdes ou se disseminar largamente a 6rgaos e
tecidos, dando origem a diferentes manifestacdes clinicas da doenca. A
classificacdo clinica da PCM compreende a PCM-infeccdo e a PCM-doenga. Em
pacientes com PCM-infeccdo, a resposta imunoldgica apresenta-se satisfatoria e o
desenvolvimento do foco infeccioso é contido, embora ocorra o desenvolvimento de
uma resposta imune especifica, evidenciada pelo teste intradérmico com

paracoccidioidina (Benard et al., 1996) .

A maioria dos individuos que entram em contato com o fungo consegue conter
a infeccao e ndo desenvolver a doenca, este dado pode ser comprovado quando se
analisa a alta taxa de moradores de areas endémicas que apresentam positividade
no teste cutaneo de hipersensibilidade do tipo tardia (HTT) para antigenos do fungo,
mas ndo apresentam sintomas da doenca (Bethlem et al., 1999). Nestas situacoes,
ha formacao de lesbes fibroticas no pulméo (complexo primario pulmonar) e o foco
infeccioso desaparece. O fungo permanece em laténcia, mas continua viavel e, caso
haja um desequilibrio na relacdo parasita-hospedeiro, a infec¢do pode progredir para
PCM-doenca (Franco et al., 1987).

A PCM-doenca pode ser dividida em duas formas clinicas principais: aguda ou

subaguda e crbnica. A razédo dessa distingdo clinica nédo esta clara e presume-se
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que caracteristicas especificas da relacao parasita-hospedeiro contribuam para isso
(Benard, 2008). A forma aguda é mais severa e pode levar semanas ou meses para
manifestar-se, sendo responsavel pelas altas taxas de mortalidade provocadas pela
doenca. Pode afetar ambos 0s sexos e atinge o sistema reticuloendotelial, com
hipertrofia dos linfonodos, hepatomegalia e/ou esplenomegalia (Singer-Vermes et
al.,, 1995; Fabris et al., 2014) . Exames histolégicos do pulm&o demonstram
processos granulomatosos frouxos, pouco organizados, contendo numerosos fungos

viaveis (Queiroz-Telles, Escuissato, 2011).

Os pacientes com a forma aguda/subaguda da doenca apresentam respostas
imunes mediadas por células altamente deprimidas, permitindo o desenvolvimento
de uma resposta imune humoral com presenca de altos titulos de anticorpos, tanto
especificos, quanto inespecificos, pois ha uma ativacao policlonal de células B. H4,
neste caso, o predominio de um padréo Th2 e eosinofilia (Benard et al., 1997).

A forma cronica da PCM corresponde a mais de 90% dos casos, atingindo
trabalhadores rurais do sexo masculino com idade entre 30 e 50 anos (Verli et al.,
2005). O fungo pode ficar latente durante meses ou anos e quando manifestado,
afeta mucosa e pulmdes, podendo levar a morte devido ao comprometimento das

funcdes pulmonares (Singer-Vermes et al., 1995; Queiroz-Telles, Escuissato, 2011).

Na fase assintomatica, a PCM caracteriza-se pela presenca de granulomas nos
pulmbes ou linfonodos que, dependendo do sistema imune do hospedeiro, séo
reativados, ocorrendo progressao da doenca e disseminacdo do fungo para outros
orgaos (Souza et al., 1998; Cavassani et al., 2006). Dependendo do caso, a PCM
pode deixar sequelas graves no paciente, pois provoca fibrose nos 6rgaos atingidos
(Benard, 2008). Cerca de 25% dos doentes apresentam lesdes restritas aos
pulmdes (forma unifocal), os demais podem apresentar a forma multifocal da doenca
gue compromete principalmente as mucosas, pele e linfonodos (Brummer et al.,
1993).

Os pacientes com a forma cronica da PCM apresentam niveis elevados de IL-
12 e IFN-y, citocinas relacionadas a desenvolvimento da resposta imune celular,
sugerindo controle da infeccdo ou uma manifestagcdo menos grave da doenca (Baida
et al.,, 1999). O hospedeiro apresenta a resposta imune celular parcialmente

preservada, com baixos titulos de anticorpos e granulomas epitelidides melhor
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organizados contendo poucos fungos, contrario ao que acontece na forma aguda
(Franco et al., 1987; Brummer et al., 1993).

A aparente resisténcia das mulheres a doenca ocorre devido a presenca de
niveis altos do horménio estradiol, que inibe a transformac&o de micélio para a forma
infectante da levedura. E proposto que o 17-B estradiol bloqueia a sintese de
proteinas das leveduras de Paracoccidioides que se expressam durante a
transformacao da fase de micélio para levedura (Loose et al., 1983; Salazar et al.,
1988).

Posteriormente a resolucdo da doenca, alguns pacientes podem apresentar
algumas sequelas graves ou moderadas, algumas das quais podem ser
incapacitantes. As principais sequelas envolvem o pulmao, onde pode ser observada
intensa fibrose pulmonar (Shikanai-Yasuda et al., 2006). Esta alteracdo é provocada
principalmente pelo acumulo de colageno no tecido que foi induzido pelo fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) e pelo fator de crescimento transformante beta (TGF-
B), presentes a niveis maiores no estagio avangcado da resposta inflamatoria
(Shikanai-Yasuda et al., 2006).

Além do pulm&o, outras partes do corpo também podem apresentar sequelas:
glandula adrenal, sistema nervoso central, mucosas e pele. E, nestes casos as
sequelas sdo as mais diversas. Os pacientes podem desenvolver doenca de
Addison, déficit motor, epilepsia, hidrocefalia, disfonia por lesdo de corda vocal,
obstrucdo laringea com necessidade de traqueostomia, reducdo da rima bucal e

microstomia peri-oral (Shikanai-Yasuda et al., 2006).

3.5 Diagndéstico e tratamento

Em relacdo ao diagnostico para PCM, existem diversas metodologias
utilizadas, mas o método considerado padrdo ouro é a identificacdo de elementos
fungicos das leveduras de Paracoccidioides, em exame a fresco de espécimes
clinicos (escarro, lavado brénquico ou broncoalveolar, secrecbes, raspados de
lesbes e bidpsia mucocutaneas) ou o isolamento do fungo em meio de cultura

(Moreto et al., 2011). Contudo, em algumas situacdes, dependendo do estado fisico
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ou clinico dos pacientes, torna-se impossivel 0 acesso ao local de lesdo e a coleta
do material biologico (Marques-Da-Silva et al., 2006).

Nestes casos, a pesquisa de antigenos e anticorpos circulantes especificos no
soro de pacientes assume grande importancia no diagnostico indireto e
comprobatério da infeccdo (Elias Costa et al., 2000; Do Valle et al., 2001). Assim, os
ensaios sorolégicos tém sido uma das principais ferramentas para o diagnéstico
confirmatorio e monitoramento das respostas dos pacientes ao tratamento,
permitindo a obtencéo de resultados mais rapidos, quando comparados aos exames
de cultura e histologico (Del Negro et al., 2000; Marques-Da-Silva et al., 2006). De
fato, em alguns casos o resultado soroldgico se traduz na primeira indicacdo da
doenca, principalmente naqueles individuos que ainda ndo apresentam sinais
clinicos aparentes (Zoilo Pires De Camargo, 2008).

Os testes diagnosticos soroldgicos comumente empregados na confirmacéo da
PCM séo a imunodifusdo dupla em gel de agarose (IDD) (Del Negro et al., 2000;
Camargo et al., 2003), imunofluorescéncia indireta (Mistreta et al., 1985; Del Negro
et al., 2000), ensaios imunoenzimaticos como o ELISA (de Almeida et al., 2002) e
immunoblotting (Do Valle et al., 2001; Silva et al., 2008). Além disso, algumas
técnicas moleculares tém sido empregadas com a mesma finalidade, como a técnica
da PCR, do nested PCR e do PCR em tempo real (Bialek et al., 2000; Gomes et al.,
2000; Buitrago et al., 2009).

O tratamento dos casos de PCM é feito com antifiungicos da classe dos
sulfanilamidicos (sulfametoxazol/trimetoprim), anfotericina B e os derivados azdlicos
(cetaconazol e itraconazol). Na maioria dos casos a terapia antifungica empregada é
satisfatoria, levando a cura do paciente. Entretanto, o tratamento é longo, podendo
durar de 2 a 6 meses e em alguns casos, perdurar por 2 ou mais anos, sendo
comum a interrupcao do tratamento (Marques et al., 2006; Shikanai-Yasuda et al.,
2006). Além disso, casos de resisténcia aos derivados azolicos e a

sulfametoxazol/trimetoprim tém sido registrados (Hahn et al., 2003).

3.6 Neutréfilos e respostaimune

As diferentes manifestacbes da PCM correlacionam-se com fatores diversos,
tais como viruléncia e patogenicidade do agente infeccioso e suscetibilidade do

sistema imunoldgico do hospedeiro (Shikanai-Yasuda et al., 2006). A resposta imune
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celular mediada é a principal forma de defesa do organismo contra a PCM (Gill
Benard, 2008). Individuos assintomaticos, considerados resistentes a doenca, ou
com formas menos severas de PCM, em geral, apresentam resposta positiva em
testes de hipersensibilidade tardia (HTT) para antigenos especificos de
Paracoccidioides spp.(Mota et al., 1985). Esse padréo de resposta € esperado, uma
vez que as reacBes de HTT sdo mediadas por células T CD4" do tipo Thi,
responsaveis pela producdo de interferon gama (IFN-y) e de interleucina 2 (IL-2) e
diversos autores tém demonstrado que respostas do tipo celular (Th1l) predominam
na resisténcia a PCM severa (Benard et al., 1996; de Oliveira et al., 2008).

Por outro lado, individuos com PCM disseminada apresentam predominio de
resposta do tipo Th2, com aumento da expresséao de IL-4, IL-5 e IL-10, diminuicao
dos niveis de IFN-y (Peracoli et al., 2003) e presenca de elevados titulos de

anticorpos especificos (Benard et al., 1997; Chiarella et al., 2007).

N&o obstante, a resposta inata constitui a primeira linha de defesa do
organismo, controlando o crescimento inicial dos patdégenos e influenciando na
resposta adaptativa. Essa reposta atua diretamente através da destruicdo do
patdgeno por meio da fagocitose e/ou pela secrecdo de compostos microbicidas.
Além disso, pode estimular a resposta adaptativa através da producdo de
mediadores pro-inflamatorios, na inducdo de moléculas co-estimulatérias, e na

captura e apresentacdo de antigenos (Calich et al., 2008).

Como a PCM néo é diagnosticada logo apos a infeccéo inicial, os estudos se
concentram em respostas tardias, como a resposta adaptativa humoral e a celular
(Calich et al.,, 2008). Nos pulmdes, macrofagos alveolares, células dendriticas,
neutroéfilos e células NK sdo as principais células responsaveis em organizar e atuar
na resposta inata. Na presenca de IFN-y, os macrofagos fagocitam o fungo,
impedem a sua replicacdo intracelular in vitro e inibem o dimorfismo por acdo do

oxido nitrico (Gonzalez et al., 2000).

Os neutrdfilos, por sua vez, parecem ser a primeira barreira contra
Paracoccidioides spp. e a producdo de reativos intermediarios do oxigénio e do
nitrogénio sédo essenciais nesse processo (Reeves et al.,, 2003). Na estrutura do

granuloma ha populacédo aumentada de neutrofilos que além de eliminar o fungo por
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fagocitose, podem desenvolver vacuolos extracelulares para quando o tamanho de

fungo é muito grande (Dias et al., 2004).

De acordo com alguns autores, existe a habilidade Unica e intrinseca dos
neutréfilos de alguns individuos em processar células de Paracoccidioides
brasiliensis, o que os tornaria mais resistentes a paracoccidioidomicose (Goihman-
Yahr et al., 1980). Estudo usando camundongos BALB/c atimicos, revelou que a
suscetibilidade a infeccdo por Paracoccidioides brasiliensis € exacerbada nesses
animais, demonstrando a importancia dos linfécitos T e de outras substancias
secretadas/produzidas pelo timo que agem na imunidade do hospedeiro. Além disso,
esses camundongos foram capazes de controlar a infecgdo nos estagios iniciais,
sugerindo que mecanismos da imunidade inata tém importante envolvimento na
resisténcia a PCM e que, provavelmente, os neutroéfilos estdo envolvidos (Burger et
al., 1996).

Recentemente, foi demonstrado que neutréfilos parecem ser importante na
fase aguda (24 a 96 horas) da infec¢do, umas vez que a deplecéo destas células, 24
horas antes da infeccado, resultou em maior carga fungica pulmonar (Pino-Tamayo et
al., 2016). Em contrapartida, a deplecdo dos neutrofilos na fase crénica da doenca
tem efeito inverso. Isto é, ha resolucdo da doenca, sugerindo assim que 0s
neutréfilos nesse contexto sdo prejudiciais (Puerta-Arias et al., 2016). Deste modo,

fica claro o envolvimento dual dos neutréfilos na PCM.

N&o obstante, € importante perceber que a importancia dos neutréfilos parece
estar diretamente relacionada a constituicdo genética do hospedeiro. Assim, em
camundongos da linhagem B10.A, suscetiveis a infeccao por leveduras do género
Paracoccidioides, os neutréfilos sdo de extremo valor na resposta imune. J4 em
camundongos da linhagem A/J, resistentes a doenca, os neutréfilos parecem nao

ser importantes (Pina et al., 2006).

E relevante entender que os neutrdfilos, nos dltimos 20 anos, tém adquirido
cada vez mais o interesse da comunidade cientifica. Muito contrario ao que se
pensava antigamente, os neutrofilos sdo vistos hoje como células que podem
modular a resposta imune adaptativa (Mdcsai, 2013). Nesse sentido, ja tem sido
demonstrado que o0s neutréfilos podem realizar apresentacdo antigénica,

recrutamento de células para o local da infeccdo e modulacéo de resposta Thl e
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Th1l7 (Abi Abdallah et al., 2011; Trentini et al., 2016). Ha diversos estudos
demonstrando a importancia dessas células no contexto de vacinas (Calabro et al.,
2011; Jee et al., 2015).

Dentro da resposta imune inata, os chamados receptores de reconhecimento
padrdao assumem um papel chave na modulacdo da resposta. Estes receptores
reconhecem padrdes moleculares associados a patdgenos e que sdo, na maior
parte das vezes, invaridveis (Thomas, Schroder, 2013). Receptores similares a Toll
(Toll-like receptor — TLR) tem sido as estruturas mais bem estudadas na resposta

inata a diferentes organismos (Gonzalez, 2013).

O envolvimento de TLR-2 e TLR-4 nos neutrdfilos durante a infeccdo por PCM
foi investigado Acorci-Valério et al. (2010), que observaram que o isolado Pb18
utiliza o receptor TLR-4 para entrar nos neutréfilos. Contudo, essa interagdo nao
induz nos neutréfilos 0 aumento de mecanismos microbicidas, o que parece sugerir
gue o fungo utilize TLR-4 para infectar células fagociticas, multiplicar-se e escapar

de outras acdes da imunidade inata (Acorci-Valério et al., 2010).

Além da exploséo respiratoria e a liberacdo de granulos bioativos, ocorre a
liberacdo de redes extracelulares (neutrophil extracellular traps —NET) formada por
fiboras que contém majoritariamente cromatina e proteinas granulares e, que séo
ativadas por IL-8, GM-CSF, LPS, PMA e IFN-y (Thomas, Schroder, 2013). Esta rede
tem capacidade de ligar-se a fungos e resultam na ativacdo da NADP oxidase e na
formacdo de espécies reativas do oxigénio requeridas para induzir morte celular
(Urban et al., 2006).

Em humanos, a formacdo de NETSs foi observada em lesbes tegumentares de
pacientes com PCM (Della Coletta et al., 2015). Além disso, foi demonstrado in vitro
gue neutréfilos humanos podem induzir um padréao diferente de NETs dependendo
da viruléncia do isolado de P. brasiliensis (Della Coletta et al., 2015). Nesse sentido,
as NETs induzida por P. brasiliensis parece envolver a participacdo de dectina-1
(Bachiega et al., 2015). Entretanto, outro estudo in vitro concluiu que a formacéo de

NETs nao leva a morte de P. brasiliensis (Mejia et al., 2015).

3.7 Peptideo P10 como antigeno vacinal
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O longo tratamento antifingico da PCM associado aos casos de recidiva, bem
como o desenvolvimento de sequelas que incapacitam os individuos para a
realizacdo de suas atividades profissionais, torna-se urgente a necessidade de
novas abordagens de terapia. Por um lado, isso pode ocorrer por vias classicas
como desenvolvimento de novos farmacos ou o melhoramento dos ja existentes. Por

outro lado, abordagens imunoterapéuticas parecem ser uma excelente saida.

Nesse sentido, o uso de vacinas profilaticas ou terapéuticas seriam uma opgao
para a protecdo do hospedeiro ou para a reducéo do tempo de tratamento. Um dos
estudos mais promissores em vacina diz respeito ao peptideo P10, derivado da
glicoproteina de 43 kDa (gp43) de P. brasiliensis. Esse peptideo, constituido por 15
aminoacidos (QTLIAIHTLAIRYAN), foi o Unico peptideo capaz de induzir proliferacao
de linfécitos T. Além disso, a imunizacdo de camundongos com o peptideo levou a
uma protecdo vigorosa contra o isolado virulento de P. brasiliensis (Pb18), sendo
este efeito atribuido a forte resposta imune celular mediada pela secre¢cédo de IFN-y e
IL-2 por linfocitos T (Taborda et al., 1998).

Um fator importante na utilizacdo de peptideos sintéticos, como vacinas em
diferentes populagdes, € o reconhecimento dos epitopos por células T de individuos
que apresentam moléculas distintas de MHC. Em camundongos, o peptideo P10 é
apresentado pelas moléculas do MHC de classe Il de trés haplétipos diferentes de
camundongos (BALB/c: H-2% A/Sn: H-23; C57Bl/6: H-2°) (Taborda et al., 1998).
Através do programa TEPITOPE, utilizado para selecdo de sequéncias peptidicas
com maior probabilidade de ligacdo a mudltiplas moléculas de HLA-DR em
caucasianos, foi demonstrado que o peptideo P10 é promiscuo, sendo importante
candidato vacinal para ser utilizado em humanos (lwai et al., 2003).

Uma interessante abordagem foi realizada com o objetivo de associar o
peptideo P10 com o tratamento antifUngico. Nesse estudo, o tratamento conjunto
com drogas como: itraconazol e sulfametoxazol/trimetropim mais o P10 mostrou
efeito protetor, quando administrado as 48 horas ou 30 dias ap0s a infec¢do com P.
brasiliensis, reduzindo a carga fuangica nos pulmdes, preservando a estrutura
alveolar e prevenindo a disseminacdo do fungo para baco e figado (Marques et al.,
2006).
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Esses resultados foram também observados em camundongos anérgicos
submetidos a quimioterapia e imunizados com o peptideo, apresentando resposta
Th1l protetora com incremento significativo nos niveis de IFN-y e IL-12 (Marques et
al., 2008). Isto sugere que a vacinacao com P10 pode ser utilizada para melhorar a
guimioterapia convencional e reduzir o tempo de tratamento, inclusive nos casos de

pacientes anérgicos (Marques et al., 2008).

Outra abordagem promissora foi a vacina especifica de DNA, baseada em
plasmideos contendo o inserto do gene de P10 e da interleucina 12 (IL-12), para
imunizacdo profilatica e terapéutica de camundongos BALB/c e B10.A infectados
com o isolado virulento de P. brasiliensis (Pb18) (Rittner et al., 2012). Essa
formulacdo vacinal foi efetiva na eliminacdo do fungo, com recuperacdo das
estruturas pulmonares e producdao significativa dos niveis de IL-12 e IFN-y (Rittner et
al., 2012). Adicionalmente, a imunizacdo com o plasmideo que codifica o P10 induz
a proliferacdo de células de memoria assim como células T reguladoras, ajudando
na reducdo do dano tecidual decorrente da resposta imune protetora (de Amorim et
al., 2013). Dessa forma, os plasmideos s&do importantes alternativas para a

prevencao e o tratamento da PCM experimental.

Outra possibilidade vacinal, igualmente moderna, foi testada com excelentes
resultados. A isso se refere a utilizacdo de células dendriticas. Tendo isso em
consideracdo, camundongos que receberam células dendriticas pulsadas com o
peptideo antes (via subcutanea) e depois (via subcutanea e intravenosa) da infec¢éo
intratraqueal com P. brasiliensis, levou a redu¢éo da carga fungica nos pulmdes. Os
niveis de IFN-y e IL-12 foram aumentados ao tempo que houve uma reducdo na
producdo de IL-10 e IL-4, em comparagcdo com 0S grupos de animais nao
imunizados e aqueles que ndo foram tratados com as células pulsadas (Magalhées
et al., 2012).

A utilizacao terapéutica de células dendriticas pulsadas com o P10 também
mostrou-se efetiva em reduzir a carga fungica pulmonar em camundongos da
linhagem BALB/c e B10.A imunossuprimidos com dexametasona e infectados com
P. brasiliensis (Silva, 2014). Além disso, 0s animais assim tratados mostraram um
parénquima pulmonar mais preservado e um padrédo de resposta imune misto
Th1/Th2.
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A administragdo convencional de vacina por via subcutanea também é efetiva e
mostra que o peptideo P10 associado ao lipidio catibnico DODAB € uma excelente
combinacao vacinal contra PCM (Mayorga et al., 2012). Além disso, a administracdo
da vacina por via nasal também pode ser realizada, e a combinacdo do P10 mais
flagelina, potente ativador de TLR-5, mostrou resultados contundentes (Braga et al.,
2009).

A atividade imuno-ativadora do peptideo P10 associado a flagelina foi foi capaz
de reduzir o crescimento metastatico de um tipo de melanoma em camundongos (de
Melo et al., 2015). Assim, sugere-se que 0 peptideo P10 como um importante
imunomodulador, abrindo maiores perspectivas de sua utilizacgdo em outras

doencas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Participacdo de TLR-2, TLR-4 e Dectina-1 na morte intracelular ou
extracelular de leveduras de P. brasiliensis por neutréfilos murinos

4.1.1 Animais

Camundongos machos da linhagem C57BI/6 selvagens ou nocautes para TLR-
2, TLR-4 ou Dectina-1, com idade entre 6 e 8 semanas, foram obtidos do Biotério de
Camundongos Isogénicos do Departamento de Imunologia do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo (ICB/USP). Os animais foram mantidos
em gaiolas isoladoras com agua e racdo ad libtum no Biotério de Experimentacao
Animal do Departamento de Microbiologia (ICB/USP) até o momento da realizacdo
dos experimentos. Todos os experimentos foram conduzidos de acordo com as
normas internacionais de ética em experimentacdo animal (niumero do protocolo
044/2012).

4.1.2 Purificacdo de neutréfilos murinos provenientes da medula 6éssea

Os camundongos foram eutanaziados em camara de CO; e a medula 6ssea da
tibia e do fémur (2 pares/animal) foram retirados. Inicialmente, a pele que recobre os
membros posteriores dos camundongos foi removida com auxilio de pinca e tesoura,
e entdo foi realizado o deslocamento cuidadoso da articulagdo coxofemoral. O tecido
muscular que reveste tibia e fémur foram removidos com auxilio de tesoura e o
fémur foi separado da tibia.

Os o0ssos passaram por uma desinfeccdo externa por imersao em etanol 70%
por 5 minutos, seguido por trés lavagens (1 minuto cada) em solucéo tampao fosfato
(PBS, pH 7,2) estéril e gelado. As extremidades dos ossos foram cortadas com
tesoura estéril e a medula 0ssea foi obtida por lavagem do interior dos 0ssos com
RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino e 2 mM de EDTA (Sigma-Aldrich,
Alemanha). O volume obtido foi centrifugado a 300 xg por 7 minutos a 4 °C. ApGs
centrifugacédo o sobrenadante foi descartado e o pellet celular foi submetido a lise
das hemacias, através da suspensdo em NaCl a 0,2% por exatos 20 segundos,

seguido da adigao de igual volume de NaCl a 1,6%.
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A suspensao obtida foi centrifugada e o pellet celular foi ressuspendido em
PBS (pH 7,2) com 0,5% de albumina sérica bovina e 2 mM de EDTA (Tampéo
MACS, pH 7,2) contendo anticorpo biotinilado anti-Ly-6G (Miltenyi Biotec,
Alemanha), seguida de incubacdo a 4 °C por 10 minutos. Posteriormente, foi
adicionado mais tampdo MACS e micro-esferas anti-biotina (Miltenyi Biotec,
Alemanha) e incubacgédo a 4 °C por 15 minutos. As células foram entédo lavadas com
tampao MACS e purificadas em colunas magnéticas LS (Miltenyi Biotec, Alemanha).
As células purificadas foram submetidas a coloracdo panotica com Pandtico Rapido

LB (LaborClin, Brasil) e a citometria de fluxo para constatacédo de pureza.

4.1.3 Isolado e cultivo de P. brasiliensis

As amostras de P. brasiliensis, isolado Pb 18, foram mantidas sob a forma de
levedura em agar Fava-Netto e incubadas a 37 °C, sendo repicadas a cada 15 dias.
A massa fungica de um tubo bem crescido foi transferida para erlenmeyer contendo
100 mL de meio BHI liquido (BD, EUA) e mantida a 37 °C sob agitacdo constante a
150 rpm por 7 dias. Posteriormente, a massa fangica foi coletada e lavada 3 vezes
com PBS (pH 7,2). A massa celular obtida foi ressuspendida em 30 mL de PBS (pH
7,2) e mantida em repouso por 20 minutos para que ocorresse a sedimentacdo dos
grumos celulares. A porcao superior contendo células individuais ou com poucos
brotamentos foi coletada e a contagem realizada em camara de Neubauer. A
viabilidade das leveduras foi analisada através do corante vital azul de Trypan.
Suspensdo de leveduras com viabilidade celular igual ou superior a 90% foram

usadas em todos 0s experimentos.

4.1.4 Ensaio de morte de P. brasiliensis por neutréfilos murinos

Os neutrofilos murinos purificados foram distribuidos em placas de cultura de
24 pocos (5 x 10° células/ pogo), contendo DMEM (Vitrocell, Brasil) suplementado
com 10% de soro fetal bovino (SFB; Vitrocell, Brasil), 50 uM de 2-mercaptoetanol
(Sigma-Aldrich, Alemanha), 10 mM de HEPES (Sigma-Aldrich, Alemanha), 1 mM de
piruvato de sodio (VETEC, Brasil), 0,1 mM de aminoacidos ndo essenciais (Sigma-
Aldrich, Alemanha) e 100 U/mL de penicilina (Sigma-Aldrich, Alemanha) e 100

pug/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich, Alemanha). As células foram estimuladas
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ou ndo com 150 U/mL de interferon-y recombinante de camundongo (rlIFN-
v; eBioscience, EUA), por 12 horas em estufa umidificada a 37 °C com 5% de CO..
Posteriormente, foram adicionados sobre as células, as leveduras de P.
brasiliensis (2,5 x 10* leveduras/poco) seguida de incubacdo por mais 24 horas.
ApOs esse periodo, a placa foi centrifugada (400 xg por 10 minutos), o sobrenadante
retirado e a cada poco foi adicionado 1 mL de agua destilada estéril. Este altimo
procedimento permite a ruptura dos neutrofilos e liberacdo das leveduras contidas
em seu interior para que se tenha a estimativa precisa da morte das leveduras que
foram fagocitadas pelos neutrofilos. Apds 5 minutos da adicdo de agua destilada nos
pocos, 100 pL dessa suspenséao pura ou diluida 10 vezes em PBS (pH 7,2) estéril foi
semeada em meio agar-BHI suplementado com 5 % de SFB e 4 % de filtrado de
cultura de P. brasiliensis (isolado 192). As placas foram mantidas em estufa a 37 °C
e, as contagens das unidades formadores de colénia (UFC) foram feitas apos 15

dias e expressas por mililitro.

4.2 Efeito davacina (P10+DODAB) na PCM experimental: expressao de TLR-2,
TLR-4 e Dectina-1 em neutréfilos de camundongos C57BI/6, BALB/c e
B10.A

4.2.1 Animais

Camundongos machos da linhagem C57BI/6, BALB/c e B10.A, com idade entre
6 e 8 semanas, foram obtidos no Biotério de Camundongos Isogénicos do
Departamento de Imunologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade
de Sao Paulo (ICB/USP). Os animais foram mantidos sob condi¢cdes descritas

anteriormente na sessao 3.1.1, até o momento da realizacdo dos experimentos.

4.2.2 Lipideo catibnico DODAB

O lipideo catidnico dioctadecyl-dimethyllammonium bromide, DODAB (Sigma-
Aldrich, Alemanha) foi preparado a uma concentragdo de 2 mM em solugéo de NacCl
1 mM. Posteriormente, foi sonicado (80-90 mW, 20 minutos, 70 °C) para assim
adquirir fragmentos de camada dupla com diametro médio de 73 £ 1 nm e potencial
zeta de 41 £ 3 mV. Uma vez o lipideo sonicado, a solucéo foi centrifugada (2.000 xg

por 30 minutos) e o sobrenadante foi diluido em solu¢do de NaCl a 1 mM para assim
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atingir a concentracdo adequada para ser usado como adjuvante durante as

imunizacdes ou estimulos nos animais (Lincopan et al., 2009).

4.2.3 Peptideo P10

O peptideo P10 (QTLIAIHTLAIRYAN) foi sintetizado e purificado por PEPTIDE
2.0, Inc. (Chantilly, EUA). O peptideo foi solubilizado em acido dimetilsufoxido de
sédio (DMSO; Sigma-Aldrich, Alemanha) seguido da adi¢do de PBS (pH 7,2) estéril,
de modo a obter solucao estoque de P10 a uma concentracéo final de 1 mg/mL com

20 % de DMSO. Esta solucao estoque foi mantida a -20 °C por até seis meses.

4.2.4 Determinacdo de diametro, distribuicAo de tamanho, potencial zeta e
polidispersao da associacdo P10/DODAB

O peptideo P10 foi associado ao adjuvante DODAB de modo a obter a
concentracéo final de 200 pg/mL e 0,1 mM, respectivamente. O solubilizante/diluente
usado tanto para a associagao ou para o DODAB foi NaCl a 1 mM. A associacao
P10/DODAB foi homogeneizada em vortex e mantida em repouso a temperatura
ambiente por 1 hora. P10 a uma concentracdo de 200 ug/mL e DODAB a 2 mM
foram usados como controles. Apés o periodo de incubacdo, o tamanho das
particulas (média do diametro Dz), a distribuicdo de tamanho, a polidispersédo e o
potencial zeta dos complexos formados foram determinados utilizando o ZetaPlus-

ZetaPotential Analyzer (Brookhaven Instruments Corporation, Holtsville, EUA).

4.2.5 Condigdes in vitro

Neutréfilos murinos purificados (sessdo 3.1.2) das linhagens descritas
anteriormente, foram distribuidos em placas de cultura de 96 pocos (5 x 10°
células/pogo) e estimulados ou ndo por 12 horas com P10 (100 pg/mL), DODAB
(0,05 mM), P10+DODAB (100 pg/mL; 0,05 mM) ou rIFN-y de camundongo (150
U/mL). As placas foram mantidas em estufa umidificada a 37 °C com 5% de CO;, e o

experimento realizado em triplicata para cada condicéo.

4.2.6 Expressao de TLR-2, TLR-4 e dectina-1 por citometria de fluxo
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A placa de cultura contendo os neutréfilos, apds 12 horas de estimulo, foi
mantida sob gelo por 5 minutos. As células foram coletadas por aspiracdo e
transferidas para tubos de citometria de fluxo (BD Bioscience) e centrifugadas a 300
Xg por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi aliquotado em microtubo e mantido a -
20 °C para posterior quantificacédo de citocinas. O pellet celular foi ressuspendido em
PBS (pH 7,2) com 2% de soro fetal bovino (Tampéao FACS, pH 7,4) e, contendo a
seguinte combinacdo de anticorpos: anti-dectina-1 conjugado com PE (clone
218820; R&D systems, EUA) ou anti-TLR2 conjugado com PE (clone 6C2;
eBioscience, EUA) e anti-TLR4 conjugado com FITC (clone MTS510; Imgenex,
india). Todos os anticorpos foram utilizados em uma dilui¢do final de 1:200 (0,5 pg/
10° células). As células foram incubadas por 30 minutos a 4 °C e protegidas da luz.
Apos esse periodo as células foram lavadas 2 vezes com tampdo FACS (500
pL/tubo) e ressuspendidas em paraformaldeido (PFA) a 1% para serem analisadas
no citdbmetro de fluxo Canto Il (BD, EUA).

Um total de 50.000 eventos foram adquiridos por amostra. Como controles de
compensacao foram utilizados células ndo marcadas e beads (CompBeads anti-
mouse lg, k/negative control. BD Bioscience, EUA) marcadas com um anticorpo por
vez. Controles “Fluorescence Minus One” (FMO) foram utilizados para definicdo dos
limites de positividade. Os dados adquiridos foram analisados no software FlowJo
(versdo 10,TreeStar Inc., EUA) e as estatisticas em Prism 5.0 (GraphPad Inc, EUA)
5.0 (Graph Pad, EUA). A estratégia de analise utilizada esta ilustrada a seguir
(Figura 1).
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Figura 1 - Estratégia para analise de expresséo indireta de TLR-2, TLR-4 e dectina-1 em
neutrofilos murinos.
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4.3 Fagocitose e morte de P. brasiliensis por neutréfilos murinos estimulados
com o peptideo P10+DODAB na PCM experimental.

4.3.1 Marcacéao de leveduras de P. brasiliensis com FITC

Leveduras de P. brasiliensis (Pb18), previamente crescidas em meio BHI por 7
dias, foram lavadas trés vezes com PBS (550 xg/ 10 minutos, 25 °C) e 1 x 10°
leveduras foi ressuspendida em 1 mL de tamp&o carbonato a 50 mM (pH 9,5)
contendo 100 pug/mL de FITC (Sigma-Aldrich, Alemanha). As leveduras foram
incubadas a 37 °C por 30 minutos, centrifugadas e entdo lavadas novamente com
PBS (pH 7,2) por trés vezes. O pellet foi ressuspendido em 1 mL de DMEM e as
leveduras foram contadas em camara de Neubauer. A viabilidade celular foi
estimada usando o corante azul de Trypan. Posteriormente, a concentracao

desejada para o experimento foi ajustada.
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4.3.2 Ensaio de fagocitose por citometria de fluxo

Neutréfilos murinos de camundongos BALB/c (sessédo 3.1.2) ap6s 12 horas de
estimulo (sessdo 3.2.4) foram incubados por 4 horas com leveduras de P.
brasiliensis (isolado Pb18) previamente marcadas com FITC. Apds esse periodo as
células foram lavadas com tampdo FACS e marcadas com CD11b conjugada com
V450 (0,5 pg/10° células; clone M1/70; BD, EUA) por 30 minutos a 4 °C.
Posteriormente as células foram lavadas, fixadas com 1 % de PFA em PBS (pH 7,2)
e analisadas no citdmetro de fluxo Canto Il (BD, EUA). Células duplo positivas para
CD11lb e FITC representam neutrdfilos contendo leveduras fagocitadas e/ou
aderidas a sua superficie. Para visualizar as leveduras realmente fagocitadas, foi
realizada técnica de queenching, com azul de Trypan (250 pg/mL) para eliminar as
leveduras apenas aderidas a superficie do neutroéfilo. O total de 50.000 eventos foi
analisado por amostra. A morte de P. brasiliensis pelos neutréfilos foi analisada apos

24 de interacao (sesséo 3.1.4).

4.4 Modelo experimental in vivo

4.4.1 Animais

Camundongos da linhagem BALB/c, machos e com idade entre 6 e 8 semanas,

foram mantidos nas condi¢des descritas na sesséo 3.1.1.

4.4.2 Grupos amostrais

Os camundongos foram divididos em 5 grupos: 1) ndo infectado; 2) infectado;
3) infectado e tratado com DODAB; 4) infectado e tratado com P10; 5) infectado e
tratado com P10+DODAB. Cada grupo foi composto por um total de 6 animais. Em
algumas analises os grupos 4 e 5 foram excluidos, uma vez que ficou demonstrado

que P10 ou DODAB sozinho n&o tem qualquer efeito.

4.4.3 Infeccao intratraqueal (i.t)
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Os camundongos foram anestesiados por via intraperitoneal com 300 uL de
uma solucdo contendo a combinacdo de 80 mg/Kg de quetamina (Unido Quimica
Farmacéutica, Brasil) e 10 mg/Kg de xilazina (Unido Quimica Farmaceutica, Brasil).
ApoOs constatacdo de que o0s animais apresentavam-se em estado de anestesia
(entre 5 e 10 minutos), foi realizada uma pequena inciséo longitudinal na face ventral
do pescoco dos animais, de modo que, a traqueia ficasse exposta. Em seguida, com
auxilio de pinca e seringa tuberculinica (1 mL de capacidade e com agulha 26G) foi
injetado na traqueia 3 x 10° leveduras de Paracoccidioides brasiliensis (Pb18) em 50
pL de PBS (pH 7,2). A incisdo foi suturada e os animais foram mantidos sob fonte
moderada de calor devido a hipotermia transitéria gerada pelo anestésico. O preparo

do indculo foi realizado como descrito na sessao 3.1.3.

4.4.4 Vacina terapéutica

Os camundongos, apos 15 ou 30 dias de infec¢éo, foram tratados com P10 (20
ug por animal), DODAB (0,1 Mm por animal) ou P10 associado ao DODAB (20 pug;
0,1 mM, respectivamente). O tratamento foi dividido em trés doses, sendo uma por
semana. A primeira dose foi administrada no coxim plantar e as outras doses foram
injetadas por via subcutanea na base da cauda. Apds 7 dias da ultima imunizac¢éo os
animais foram sacrificados. A esquematizacdo dos modelos de 15 e 30 dias de

infeccdo é sumarizada abaixo (Figura 2).

Figura 2 - Modelos experimentais
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4.4.5 Determinacao de carga fungica pulmonar

ApOs 7 dias do ultimo tratamento, os animais foram sacrificados e os pulmdes
foram excisados para analises diversas, entre elas carga fungica. Os pulmdes foram
pesados, macerados em 2 mL de PBS (pH 7,2) estéril e 100 uL dessa suspensao foi
semeada em meio agar BHI (sessdo 3.1.4). As placas foram incubadas a 37 °C e
apos 7-15 dias as unidade formadoras de coldnias foram contadas e o resultado
expresso em UFC/g de tecido.

4.4.6 Histologia

Amostras de parte dos pulmdes dos animais foram acondicionados em
formalina tamponada a 10% (Merck, Alemanha) e enviadas para a Histocell (S&o
Paulo, Brasil) para realizacdo de coloracdo de hematoxilina/eosina e Tricomio de
Masson (fibrose).

4.4.7 Quantificacdo das citocinas IL-10, IL-12, IL-4, TNF-a, IFN-y, MCP-1, GM-CSF,
IL-17, IL-23 e IL-18

A quantificacdo de algumas citocinas presentes nos pulmdes foi avaliada por
ELISA de captura, utilizando-se kit comercial da BD Bioscience (EUA) ou da
eBioscience (EUA) de acordo com as instrucdes dos fabricantes. A amostra foi
obtida do macerado pulmonar diluido em 1 mL de inibidor de protease (Sigma-
Aldrich, Alemanha). A amostra foi entdo centrifugada (500 xg/ 5 minutos), o
sobrenadante foi coletado e armazenado a -80 °C até o momento das analises.

Os ensaios, tanto da BD quanto da eBioscience, foram revelados com TMB
(BD, EUA) por 30 minutos a temperatura ambiente e protegido da luz. A reacéo foi
blogueada com H,SO4 2N, e as leituras foram feitas a 450 nm de comprimento de
onda (EPOCH, EUA). Os limites de deteccéo das citocinas dos kits da BD bioscience
foram: 7,8 pg/mL (IL-4); 31,25 pg/mL (IL-10); 31,25 pg/mL (IFN-y); 15,6 pg/mL (TNF-
a); (MCP-1); 7,8 pg/mL (GM-CSF) 7,8 pg/mL (IL-12). Os limites para o kit da
eBioscience foram: 30 pg/mL para IL-17, 8 pg/mL para IL-23 e 16 pg/mL para IL-1.

Os resultados foram expressos em pg/mL.
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4.4.8 Quantificacédo de leucotrieno By

A determinacdo de leucotrieno B4 (LTB,4), nos pulmdes dos animais, foi
determinada através de ensaio comercial imunoenzimatico de competicdo segundo
recomendacdes do fabricante (Cayman Chemical Company, EUA). O limite de

deteccao para LTB, foi de 13 pg/mL. Os resultados foram expressos em pg/mL.

4.4.9 Determinacao de neutréfilos nos pulmdes por citometria de fluxo

Camundongos infectados por 15 ou 30 dias e tratados com P10+DODAB foram
analisados quanto a presenca de neutrofilos nos pulm&es por citometria de fluxo. A
obtencdo de suspensédo celular a partir do pulméo foi realizada segundo ja descrito
na literatura (Amaral et al., 2014). Brevemente, ap0s eutanizagdo dos animais em
camara de CO,, os pulmdes foram excisados, lavados com PBS (pH 7,2) e
fracionados em pedagos de 1 mm. Os fragmentos gerados foram incubados com 6
mL de solucéo de digestdo (meio RPMI simples com colagenase a 0,5 mg/mL) a 37
°C sob agitacao (200 rpm) por 45 minutos. A reacao foi parada com 1 mL de SFB
inativado por calor, e as células foram dispersas com auxilio de seringa de 10 mL e
agulha com calibre 18G. Em seguida, as células foram passadas em cell strainer de
100 pm e centrifugadas a 300 xg por 10 minutos a 4 °C. As hemécias foram lisadas
com NaCl a 0,2 e 1,6%, e as células foram ressuspendidas em meio RPMI
suplementado com 10% de SFB e gentaminicina (10 ug/mL). A contagem das
células foi feita em camara de Neubauer e a viabilidade celular foi analisada por
meio do azul de Trypan.

Um total de 3 x 10° células foram utilizadas para a marcacéo de citometria de
fluxo. As células foram lavadas com tampado FACS e entdo incubadas por 10
minutos a temperatura ambiente com 20 puL de tampao FACS contendo Fc Block
(clone 2.4G2; BD, EUA). Posteriormente, foi adicionado 25 pL de tampao FACS
contendo os seguintes anticorpos: anti-CD45 conjugado com PE (clone 30-F11; BD,
EUA), anti-CD11b conjugado com AlexaFluor 700 (clone M1/70; eBioscience, EUA)
e anti-Ly6G conjugado com PerCP-Cy5.5 (clone 1A8; BD, EUA). As células foram
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incubadas por 30 minutos a 4 °C, lavadas duas vezes com tampdo FACS e fixadas
com PFA a1l % em PBS (pH 7,2).

As amostras foram lidas no citbmetro Fortessa LSR (BD, EUA), adquirindo o
total de 50.000 eventos por amostra. Como controles de compensacdo foram
usados células ndo marcadas e beads. Controles FMOs foram usados para
determinacdo de positividade real. Os dados adquiridos foram analisados no
software FlowJo (verséao 10,TreeStar Inc., EUA) e a avaliacdo estatistica no software
Prism 5.0 (GraphPad Inc, EUA). Cada anticorpo foi previamente titulado e usado o
fator de diluico que variou entre 1:100 e 1:400 (0,5 pg/ 10° células). Em virtude dos
experimentos anteriores, ndo foi preciso incluir os grupos tratados apenas com

DODAB ou P10. A estratégia de andlise pode ser visualizada na Figura 3.

Figura 3 - Estratégia de analise para imunofenotipagem de neutréfilos no pulméo.
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A suspensdo celular obtida apods digestdao enzimatica dos pulmdes foi analisada por
citometria de fluxo na seguinte ordem: 1 — Exclusdo de células duplo ligadas (FSC-H vs
FSC-A); 2 - Excluséo de debris (FSC-A vs SSC-A); 3 — Selecao positiva para marcacao de
CD45 (leucdcitos); 4 — duplo marcacao para CD11b e Ly6G (neutrdfilos).

4.4.10 Imunofluorescéncia para avaliacdo de NETs nos pulmdes
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A andlise de indicativos de formacédo de NETSs foi avaliado em tecido pulmonar
parafinado de camundongos nao infectados, infectados e infectados tratados com
P10+DODAB. Brevemente, cortes (5 a 7 um) de amostras de tecido pulmonar foram
desparafinadas, rehidratadas e permeabilizadas com Triton X-100 a 0,025 % em
solucéo tampéo de Tris (TBS, pH 7,2) por 10 minutos. As amostras foram entao
bloqueadas com TBS contendo 3 % de albumina sérica bovina (BSA) por 1 hora,
seguida de incubacado overnight a 4 °C com TBS contendo anticorpo anti-Histona
H2B conjugado com AlexaFluor 488 (Bioss, EUA) e anti-elastase neutrofilica
conjugado com AlexaFluor 647 (Bioss, EUA), diluidos a 1:100. As amostras foram
lavadas 3 vezes com TBS e incubadas por 20 minutos com Hoescht 33342 a 0,5 %
(Immunochemistry Technologies, EUA) para observagcdo do ndcleo das células. Em
seguida, as laminas foram montadas em n-propil galato e analisadas no microscopio
de fluorescéncia (EVOS fl, AMG, EUA). Em virtude dos experimentos anteriores, nao

foi preciso incluir os grupos tratados apenas com DODAB ou P10.

4.5 Modelo in vivo com deplecédo neutrofilica transitoria

4.5.1 Obtencao do anticorpo anti-Grl

O anticorpo anti-Grl, utilizado para deplecédo de neutréfilos, foi produzido in
vitro através da purificacdo do sobrenadante de cultura do hibridoma RB6/8C5
através de proteina A/G (Thermo Fischer Scientific, EUA), de acordo com as
instrucdes do fabricante. O anticorpo foi diluido em PBS (pH 7,2) contendo 1 % de
BSA e quantificado através do equipamento NanoDrop (Thermo Fischer Scientific,
EUA).

4.5.2 Determinagao da dose de anticorpo anti-Grl

A determinacdo da quantidade de anticorpo a ser usado, foi realizada por
administrar diferentes doses (200, 250 e 300 ng) do anticorpo por via intraperitoneal
em camundongos BALB/c. Apos 24 horas, o sangue do plexo retro-orbital (300 uL)

foi coletado, seguido de confeccdo de esfregaco sanguineo e coloracéo
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hematoldgica diferencial com o kit comercial Instant Prov (NewProv, Brasil). A dose
adequada foi aquela capaz de induzir a deplecéo por 48 horas em 80-90 % dos

neutrofilos presentes no sangue e, sem afetar outras populacdes hematologicas.

4.5.3 Inducéo de deplecao neutrofilica transitoria

Camundongos BALB/c infectados por 15 dias com Pb18 receberam por via
intraperitoneal 200 ug de anticorpo anti-Gr-1, 24 horas antes de cada tratamento
com a vacina terapéutica (P10+DODAB), totalizando trés doses (uma por semana).
Grupo infectado e nédo tratado com a vacina foi usado como controle. Anticorpo
irrelevante da mesma classe que o anti-Gr-1 (IgG2b; BD, EUA) foi usado como
controle, sendo aplicado em camundongos néo infectados, infectados e
infectados/tratados. ApOs 7 dias da ultimo tratamento vacinal, os animais foram
sacrificados e os pulmbes foram avaliados (carga fungica, histologia, citocinas e
LTB4. Em virtude dos experimentos anteriores, ndo foi preciso incluir os grupos
tratados apenas com DODAB ou P10. Segue abaixo 0 esquema desse modelo

experimental (Figura 4).

Figura 4 - Esquema do protocolo de deplecéo neutrofilica transitoria
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4.6 Linfoproliferagdo ex vivo

Esplendcitos de camundongos do grupo nao infectados, infectados ou
infectados e tratados com a vacina, segundo modelo de 15 dias, foram extraidos
para realizacédo de ensaio de linfoproliferacdo. Brevemente, os bacgos foram retirados

e macerados suavemente em 2 mL de meio RPMI. O macerado foi filtrado usando
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cell strainer de 100 um e transferido para tubos c6nicos de 15 mL estéreis. Apos
centrifugagéo (300 xg/ 10 minutos a 4 °C), as heméacias foram lisadas usando NaCl a
0,2 % e 1,6 %. O pellet celular foi ressuspendido em 2 mL de meio RPMI e as
células foram contadas em camara de Neubauer e a viabilidade foi avaliada por azul
de Trypan. Um total de 10’ células foram entdo marcadas com 5 pM de
Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester (CFSE) por 10 minutos a temperatura
ambiente. A marcacéo foi interrompida com SFB gelado e as células foram lavadas
e novamente contadas.

Posteriormente, 3 x 10° esplendcitos/poco foram distribuidos em placa de 96
pocos com fundo em “U” contendo os seguintes estimulos/condi¢des: (1) meio de
cultura (controle negativo); (2) 4 ug/mL de concanavalina A (ConA; controle positivo);
(3) P10 (10 ng); (4) Neutrodfilos; (5) Neutrofilos estimulados com a vacina por 2
horas; (6) Neutrofilos estimulado com a vacina por 12 horas. O volume final de cada
poco foi de 200 uL e as placas foram incubadas por 96 horas a 37 °C em estufa de
CO, umidificada. Os neutrofilos foram obtidos da medula éssea de camundongos
nao infectados e foram estimulados como descrito na sessao 4.2.5. A proporcao
entre neutréfilos e linfécitos foi de 1:3. Apds 96 horas de incubacédo, as células foram
lavadas e marcadas com os anticorpos (0,5 pg/ 10° células) anti-CD4 conjugado
com PerCP (clone RM4-5; BD, EUA) e anti-CD8 conjugado com PE-Cy7 (clone 56-6-
7; BD, EUA) por 30 minutos a 4 °C. As células foram novamente lavadas, fixadas
com PFA a 1% e lidas no citometro Fortessa LSR (BD, EUA).

A estratégia de andlise pode ser visualizada na Figura 5 abaixo. Controles
adicionais foram usados: células ndo marcadas com CFSE e nado estimuladas
(definicdo do limite inferior do intervalo de proliferacdo); células ndo marcadas com
CFSE e estimuladas com ConA (controle de autofluorescéncia induzida por
proliferacéo); FMOs (definicdo de populacdes CD4 e CDS8 e interferéncia de cores).
Os dados obtidos foram analisados por FlowJo (versdo 10,TreeStar Inc., EUA)
(TreeStar, EUA) e as estatisticas foram feitas em Prism 5.0 (GraphPad Inc, EUA)
(GraphPad, EUA).
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Figura 5 - Estratégia de analise de linfoproliferacdo por citometria de fluxo.
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Os esplendcitos, apés 72 horas de incubagdo em distintas condi¢des, foram avaliados
guanto a linfoproliferacéo por citometria de fluxo. As células foram selecionadas na seguinte
sequéncia: 1 - tamanho e granulosidade (células pequenas e de baixa granulosidade); 2-
Viabilidade (Live/Dead (viva/morta) negativa); 3 - Marcagéo para CD4+ (linfocitos T CD4+).
As células CD4+ foram avaliadas quanto a proliferacdo por analisar a perda de fluorescéncia
para o corante CFSE.

4.7 Anélise estatistica

Os resultados foram analisados utilizando-se o software estatistico Prism 5.0
(GraphPad Inc, EUA), sendo realizado analise de variancia (ANOVA) seguida do

pos-teste de Tukey. O resultado foi considerado significativo quando p=<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Participacdo de TLR-2, TLR-4 e dectina-1 na atividade de morte de
neutréfilos murinos contra P. brasiliensis

Inicialmente questionamos a participacdo dos receptores de reconhecimento
padréao, descritos como sendo importante na PCM, como TLR-2, TLR-4 e dectina-1,
estavam envolvidos na morte das leveduras de P. brasiliensis por neutrofilos
murinos. Nesse sentido, observamos in vitro que na auséncia do estimulo de
ativacdo, como o IFN-y, dectina-1 parece ser importante receptor relacionado a
morte de P. brasiliensis por neutroéfilos. Quando essas células sdo estimuladas, com
IFN-y, todos os trés receptores padrdes citados, parecem estar envolvidos no

processo de morte do fungo (Figura 6).

Figura 6 - Envolvimento diferencial de TLR-2 e Dectina-1 na morte de P. brasiliensis por
neutrofilos murinos.
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Neutrdéfilos murinos de camundongos C57BI/6 selvagens (WT) ou nocautes para
TLR-2 (TLR2-/-), TLR-4 (TLR4-/-) ou Dectina-1 (Dectina-/-) foram estimulados ou
ndo com IFN-y por 12 horas e depois incubados com leveduras de P. brasiliensis
(isolado Pb18) por 24 horas. Diferengas estatisticas comparadas ao neutrdfilo
selvagem (WT): p**< 0,01 e p*** < 0,001.

5.2 Avaliacdo de tamanho, potencial zeta e polidispersdo da associacao
entre o peptideo P10 e o lipideo catibnico DODAB

O peptideo P10 e o lipideo catibnico DODAB, assim como sua associagao,

foram avaliados quanto ao tamanho, o potencial zeta (carga) e polidispersdo. NOs
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observamos que o peptideo P10 foi capaz de associar-se ao DODAB, o que pode
ser deduzido em virtude do tamanho do complexo formado (4990 nm) ser maior do
que o P10 (3784,5 nm) quando analisados separadamente (Figura 7). O DODAB
apresentou carater cationico (+36,78 mV), enquanto que o peptideo P10 foi aniénico
(-2,15 mV). Ja a carga da associacdo P10+DODAB ¢é catibnica (+ 19,10 mV).
Entretanto, Nao observamos alteracao de polidisperséo no complexo P10+DODAB.

Figura 7 - Distribuicdo de tamanho, potencial zeta (carga) e polidispersao (PDI) do peptideo
P10 associado ou hdo com o lipideo catiénico.
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As medidas foram obtidas apds uma hora de interagdo entre DODAB e P10, utilizando-se
solucdo de forga ibnica baixa (NaCl 1 mM). As medi¢cdes foram feitas no Zeta Potential
Analyzer Brookhaven Instruments. Para cada ensaio foi usado o volume de 1,5 mL. Cada
medida corresponde a uma medida de 10 medicdes + o desvio padréo.
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5.3 Subpopulacdes de neutroéfilos: expresséo de receptores TLR-2, TLR-4 ou
dectina-1 quando estimulados com a formulag&o vacinal P10 + DODAB

Em experimento anterior (sessao 5.1) observamos que receptores TLR-2, TLR-
4 e dectina-1 estavam envolvidos na morte de P. brasiliensis por neutrofilos murinos,
particularmente na presenca do estimulo de ativagdo (IFN-y). Considerando esse
resultado, avaliamos se a formulacao vacinal contra PCM — peptideo P10 associado
ao adjuvante DODAB — poderia induzir a expressao desses receptores em trés
diferentes linhagens de camundongos: BALB/c, C57Bl/6 e B10.A. O critério de
escolha dessas linhagens foi por conta que as mesmas apresentam padrbes
distintos de suscetibilidade/resisténcia a infeccdo por Paracoccidioides brasiliensis,
sendo BALB/c intermediario mais para resistente, C57BI/6 intermediario mais para
suscetibilidade e B10.A (Calich et al., 1985).

NGs observamos que a vacina induz a expressdo TLR-2 de modo similar em
BALB/c (43 %) e B10.A (38 %). Entretanto, em C57BI/6 (18 %) a expressao € menos
pronunciado. E importante destacar que IFN-y teve efeito diferencial sobre as
linhagens murinas, onde BALB/c e C57BI/6 respondem de modo igual e B10.A sofre

efeito mais discreto (Figura 8).

Figura 8 - Expressdo de TLR-2 em neutrdfilos de camundongos das linhagens BALB/c,
C57Bl/6 e B10.A, estimulados com a vacina P10+DODAB.
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Neutrofilos obtidos de medula 6ssea das trés linhagens foram estimulados por 12 horas
coma formulagéo vacinal (P10+DODAB) ou seus componentes individuais (P10 e DODAB) e
entdo submetidos a citometria de fluxo para analise de expressédo de TLR-2. Como controle
foram utilizados neutréfilos estimulados ou ndo com interferon-y (IFN-y). Diferencas
estatisticas comparadas ao controle nao estimulado sao indicadas: p*< 0,05, p**< 0,01 e p***
<0,001.

by

Em relagdo a expressdo de TLR-4, observamos resultado muito similar ao

obtido com TLR-2. Isto é, a vacina foi capaz de induzir a expressédo de TLR-4 em
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neutroéfilos das linhagens BALB/c (28 %) e B10.A (32 %) e com menos intensidade
em C57BI/6 (14 %). O efeito do IFN-y também foi muito parecido com o obtido para
TLR-2, mas com aumentos menores, com exce¢cdo de B10.A, onde n&o foi
observado qualquer aumento de expressao do receptor (Figura 9).

Figura 9 - Expressdao de TLR-4 em neutréfilos de camundongos das linhagens BALBI/c,
C57BI/6 e B10.A, estimulados com a vacina P10+DODAB.
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Neutrdfilos obtidos de medula éssea de trés linhagens foram estimulados por 12 horas com
a formulacéo vacinal (P10+DODAB) ou seus componentes individuais (P10 e DODAB) e
entdo submetidos a citometria de fluxo para andlise de expressao de TLR-4. Como controle
foram utilizados neutrofilos estimulados ou ndo com interferon-y (IFN-y). Diferencas
estatisticas comparadas ao controle ndo estimulado sado indicadas: p*< 0,05, p**< 0,01 e
p*** < 0,001.

A avaliacdo da expressdo de dectina-1 mostrou efeito similar com aqueles
obtidos com TLR-2 e TLR-4. A vacina foi capaz de aumentar a expressdo de
dectina-1 em neutrofilos das linhagens BALB/c (22 %) e B10.A (18 %). Em C57BI/6 o
efeito foi bem discreto. O estimulo com IFN-y ndo induziu a expressao de dectina-1
em neutrdéfilos das linhagens C57Bl/6 e B10.A. Em BALBJ/c, foi observado reducéo

de expresséo (Figura 10).
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Figura 10 - Expresséao de dectina-1 em neutréfilos de camundongos das linhagens BALBI/c,
C57BI/6 e B10.A, estimulados com a vacina P10+DODAB.
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Neutréfilos obtidos de medula éssea das trés linhagens foram estimulados por 12 horas
coma formulagéo vacinal (P10+DODAB) ou seus componentes individuais (P10 e DODAB) e
entdo submetidos a citometria de fluxo para andlise de expressdo de dectina-1. Como
controle foram utilizados neutréfilos estimulados ou ndo com interferon-y (IFN- y). Diferencas
estatisticas comparadas ao controle ndo estimulado séo indicadas: p*< 0,01, p**< 0,001 e
p*** < 0,0001.

5.4 Efeito da vacina (P10+DODAB) na PCM experimental: atividade sobre a
fagocitose e morte de P. brasiliensis por neutré6filos murinos.

A maioria dos experimentos em camundongos realizados em nosso laboratério
focado no desenvolvimento de vacinas, foram realizados com a linhagem de
camundongos BALB/c. Para ter um bom parametro de comparagdo resolvemos
investigar mais profundamente o efeito da vacina sobre neutréfilos de camundongos
BALB/c. Mais especificamente, estavamos interessados em investigar a atividade de
neutroéfilos estimulados com a vacina na fagocitose e morte intracelular.

Observamos que neutrofilos murinos de camundongos BALB/c, estimulados
com a vacina, ndo apresentam alteracfes na sua capacidade de fagocitar e matar P.
brasiliensis. Por outro lado, o estimulo direto com IFN-vy, levaram os neutrofilos a
fagocitar e matar com mais eficiéncia quando comparado ao controle ndo estimulado
(Figura 11).
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Figura 11 - Fagocitose e morte de P. brasiliensis por neutréfilos estimulados com a vacina

(P10+DODAB).
A B
80+ 10000+ )
[ Néo estimulada
— = 8000- = P10
e 604
2 i DODAB
3 E 6000 o B P10+DODAB
& 40 %) =
o ——_— T8 o . IFN-*{
e e D 40004 _ -I- ;
S0 B B :
fonee 2000+ =
A % i
0 0 T

Neutrofilos murinos obtidos da medula 6ssea de linhagem de camundongos BALB/c foram
estimulados por 12 horas com o peptideo P10 e/ou o lipidio catibnico DODAB. Apés esse
periodo, os neutrofilos foram incubados com leveduras de P. brasiliensis (Pb18) por 4 ou 24
horas para avaliagdo da fagocitose (A) e morte (B), respectivamente. Como controle foram
utilizados células estimuladas ou ndo com IFN-y. Diferencas estatisticas comparadas ao
controle ndo estimulado séo indicadas: p*** < 0,0001.

5.5 Modelo terapéutico com 15 ou 30 dias de infeccdo: carga fungica
pulmonar

Camundongos da linhagem BALB/c infectados com P. brasiliensis (Pb18) por
15 ou 30 dias e tratados com a vacina terapéutica (P10+DODAB), foram sacrificados
7 dias apdés o Ultimo tratamento e a carga fungica nos pulmdes foi avaliada.
Observamos que houve uma menor carga fungica nos pulmdes daqueles animais
que foram tratados com a vacina em ambos os modelos terapéuticos de 15 e 30
dias, como pode ser demonstrado pela recuperacdao de UFC/g de tecido. O
tratamento realizado apenas com o peptideo P10 sozinho ou com o adjuvante
DODAB foram utilizados como controle e nao tiveram quaisquer efeitos quando

comparado com o grupo infectado (Figura 12).
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Figura 12 - Carga fangica nos pulm@es de camundongos infectados por 15 ou 30 dias com
leveduras de P. brasiliensis e tratados com a vacina terapéutica.
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Camundongos BALB/c foram infectados com a cepa virulenta de P. brasiliensis (Pb18) e
apés 15 ou 30 dias foram tratados com a vacina terapéutica. Apos 7 dias do ultimo
tratamento, os animais foram sacrificados e a carga fungica dos pulmdes foi avaliada pela
recuperacdo de UFC. Diferencas estatisticas comparada ao controle ndo estimulado s&o
indicadas: p*<0,05e p* <0,01.

5.6 Modelo terapéutico com 15 ou 30 dias de infec¢éo: Analise histoldgica

A andlise histologica dos pulmdes, por coloragcdo de hematoxilina e eosina,
revelou que animais infectados e tratados com a vacina apresentaram tecido
pulmonar mais preservado com poucas areas de inflamacdo contendo fungo e
granulomas menores e mais compactos. Em contraste, animais infectados e tratados

ou ndo com DODAB ou P10 tiveram pulm@es com extensas areas inflamadas com

leveduras abundantes (Figura 13).
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Figura 13 - Andlise histolégica nos pulmdes de camundongos infectados por 15 ou 30 dias
com leveduras de P. brasiliensis e tratados com a vacina terapéutica.
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Camundongos BALB/c ap6s 15 ou 30 de infeccdo com isolado virulento de P. brasiliensis
(Pb18), foram tratados com a vacina terapéutica. Apés 7 dias do Ultimo tratamento, os
animais foram sacrificados e os pulmdes foram processados e corados com hematoxilina e
eosina. As setas indicam leveduras e as cruzes areas de granulomas. Aumento de 100 x.
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A avaliacdo de fibrose nos pulmoes foi realizada por coloragéo tricomio de
Massom, que revela a presenca de fibras de colageno do tipo | que séo
evidenciadas pela cor azul. A analise tanto do modelo de 15 quanto do de 30 dias,
apos a infeccéo, revelou a presenca de fibras de colageno do tipo | nos pulmdes de
animais infectados e tratados ou ndo com P10 ou DODAB. Essas fibras, em sua
maioria, estavam dispostas em volta de granulomas contendo leveduras em
abundéancia. Ja os pulmdes dos animais que foram infectados e tratados com a
vacina terapéutica (P10+DODAB) indicando tecido pulmonar com poucos

granulomas e reduzida presenca de fibras de coldgeno do tipo | (Figura 14).
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Figura 14 - Analise de fibrose nos pulmdes de camundongos infectados por 15 ou 30 dias
com leveduras de P. brasiliensis e tratados com a vacina terapéutica.
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Camundongos BALB/c ap6s 15 ou 30 de infeccdo com isolado virulento de P. brasiliensis
(Pb18), foram tratados com a vacina terapéutica. Apés 7 dias do Ultimo tratamento, os
animais foram sacrificados e os pulmbes foram processados e corados por tricdmio de
Massom. As setas pretas indicam fibras de colageno do tipo | (azuis), as setas vermelhas
apontam leveduras (areas ndo coradas e arredondas) e as cruzes areas de granulomas.
Aumento de 100 x.
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5.7 Modelo terapéutico com 15 ou 30 dias de infec¢céo: Perfil de citocinas

Animais infectados com P. brasiliensis por 15 ou 30 dias foram tratados com
trés doses da vacina terapéutica. Apés 7 dias da ultima dose os animais foram
sacrificados e o perfil de citocinas nos pulmdes foi avaliado. NOs observamos que os
animais infectados e tratados com a vacina do modelo de 15 dias apresentaram
reducdo de IL-4 e aumento de IL-12 e IFN-y, quando comparados com O grupo
infectado. Ja no modelo de 30 dias s6 observamos reducdo nos niveis de IL-10 nos

animais infectados e tratados com a vacina (Figura 15).

Figura 15 - Quantificagdo das citocinas IL-4, IL-10, IL-12 e IFN-y nos pulmdes de
camundongos infectados por 15 ou 30 dias com leveduras de P. brasiliensis e
tratados com a vacina terapéutica.
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Camundongos foram infectados por 15 ou 30 dias com leveduras de P. brasiliensis e
tratados com trés doses da vacina terapéutica. Apos 7 dias do ultimo tratamento, os animais
foram sacrificados e o perfil de citocinas nos pulmdes foi avaliado por kit comercial de
ELISA. Diferencas estatisticas comparadas ao controle infectado séo indicadas: p*< 0,01,
p**< 0,005 e p***< 0,0001.

NO6s avaliamos algumas citocinas que estdo envolvidas no processo

inflamatorio e/ou recrutamento de células para o local da infec¢cdo. Entre estas
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citocinas dosamos: IL-18, GM-CSF, MCP-1 e TNF- a. No modelo de 15 dias, nés
observamos que os animais tratados com a vacina apresentaram aumento nos
niveis de TNF-a e reducdo da quimiocina MCP-1, quando comparadas aos animais
apenas infectados. Ja no modelo de 30 dias, os animais tratados com a vacina
apresentaram aumento de TNF-a e GM-CSF, e reducdo de MCP-1, quando
comparado ao grupo controle infectado. N&o observamos diferengas com relacdo a
IL-1B (Figura 16).

Figura 16 - Quantificacdo de IL-18, TNF-a, GM-CSF e MCP-1 nos pulmbes de
camundongos infectados por 15 ou 30 dias com leveduras de P. brasiliensis e
tratados com a vacina terapéutica.
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Camundongos foram infectados por 15 ou 30 dias com leveduras de P. brasiliensis e
tratados com trés doses da vacina terapéutica. Apds 7 dias do Ultimo tratamento, 0os animais
foram sacrificados e o perfil de citocinas nos pulmdes foi avaliado por kit comercial de
ELISA. Diferencas estatisticas comparadas ao controle infectado s&o indicadas: p*< 0,02 e
p**< 0,008.

As citocinas IL-17 e IL-23 também foram avaliadas tendo em vista que sao
envolvidas em doencas fungicas. Nés observamos que os niveis de IL-17 foram
maiores no grupo tratado com P10+DODAB no modelo de 15 dias. Ja em relagéo
aos niveis de IL-23 ndo observamos entre os diferentes grupos, tanto do modelo de
15 quanto de 30 dias (Figura 17).
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Figura 17 - Quantificacdo das citocinas IL-17 e IL-23(1nhos pulmdes de camundongos
infectados por 15 ou 30 dias com leveduras de P. brasiliensis e tratados com a

vacina terapéutica.
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Camundongos foram infectados por 15 ou 30 dias com leveduras de P. brasiliensis e
tratados com trés doses da vacina terapéutica. Apds 7 dias do Ultimo tratamento, 0os animais
foram sacrificados e o perfil de citocinas nos pulmdes foi avaliada por kit comercial de
ELISA. Diferencgas estatisticas comparadas ao controle infectado séo indicadas: p*< 0,01.

5.8 Modelo terapéutico com 15 ou 30 dias de infeccao: Quantificacdo de
leucotrieno By

Além das quantificacbes de algumas citocinas para definir qual o tipo de
resposta imune o tratamento vacinal desencadeia, também realizamos a
quantificacdo de leucotrieno B4, importante elemento da resposta inflamatéria. Nos
observamos que o tratamento com a vacina terapéutica, iniciado apos 15 ou 30 dias

de infeccdo, resultou em reducdo significativa dos niveis de leucotrieno B4 nos

pulmdes dos animais (Figura 18).
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Figura 18 - Quantificacado de leucotrieno B4 nos pulmbes de camundongos infectados por 15
ou 30 dias com leveduras de P. brasiliensis e tratados com a vacina terapéutica.
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Camundongos BALB/c apés 15 ou 30 de infec¢cdo com isolado virulento de P. brasiliensis
(Pb18), foram tratados com a vacina terapéutica. Apdés 7 dias do dltimo tratamento, os
animais foram sacrificados, e a quantificacdo de leucotrieno B, no macerado de pulméo foi
avaliada por ensaio imunoenzimatico de competicao. Diferencas estatisticas comparadas ao
controle infectado sao indicadas: p*< 0,05.

5.9 Modelo terapéutico com 15 ou 30 dias de infeccdo: Determinacdo de
neutréfilos nos pulmdes

Em trabalho anterior do nosso grupo, foi demonstrado que hé& influxo
significativo de neutréfilos nos pulmdes de camundongos imunossuprimidos que
foram infectados com Pb18 e entdo tratados com P10 associado a antifingico. E
importante salientar que esses animais tinham pulmdes mais preservados e com
reduzida carga fungica. Desse modo, € possivel hipotetizar que os neutréfilos sédo
importantes na resposta vacinal.

Em nosso modelo experimental demonstramos que o tratamento da PCM com
a vacina terapéutica, seja iniciado 15 ou 30 dias ap0s a infeccdo, é efetivo em
reduzir a carga fungica pulmonar. Entretanto, observamos que a presenca dos
neutréfilos nos pulmdes desses animais ocorre de forma inversa. Assim,
constatamos que o tratamento com a vacina pode induzir a redugcéo (modelo de 15
dias) ou ndo (modelo de 30 dias) de neutrofilos para os pulmbes dependendo do

tempo de infeccéo (Figura 19), contrario ao esperado.
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Figura 19 - Deteccéo de neutréfilos nos pulm@es de camundongos infectados por 15 ou 30
dias com leveduras de P. brasiliensis e tratados com a vacina terapéutica
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Camundongos BALB/c ap6s 15 ou 30 de infeccdo com isolado virulento de P. brasiliensis
(Pb18), foram tratados com trés doses da vacina terapéutica. Apés 7 dias do ultimo
tratamento, os animais foram sacrificados e a presenca de neutréfilos nos pulmdes foi
avaliada por citometria de fluxo. Camundongos saudaveis ou somente infectados foram
usados como controle. Diferencas estatisticas comparadas ao controle infectado s&o
indicadas: p*< 0,05 e p***< 0,001.

5.10 Modelo terapéutico com 15 ou 30 dias de infeccéo: Presenca de NETs no
pulmao

Os neutrdfilos sdo células com elevada habilidade fagocitica e com arsenal
potente de substancias microbicidas contidas em seus granulos. Além do
mecanismo béasico de fagocitose tem sido observado que os neutrofilos podem
liberar uma espécie de malha de DNA e histona que contém em seu interior algumas
substancias e/ou enzimas com atividade microbicida. Essas malhas séo
denominadas NETs (Neutrophils Extracellular Traps) e sdo originadas a partir do
processo de morte chamada netosis.

Em nosso estudo, avaliamos os pulmdes dos animais infectados e/ou tratados
com a vacina em sua capacidade de formacédo de NETs. A determinacdo de NETs
nos pulmdes foi avaliada por ensaio de imunofluorescéncia em tecido pulmonar
parafinado. NOs utilizamos Hoecsht 3342 para visualizacdo do DNA nuclear,
anticorpo anti-Histona H2B e anticorpo anti-elastase de neutrdfilos.

O ensaio de imunofluorescéncia revelou estruturas que séo indicativas de
NETs nos pulmdes dos animas que foram infectados por 15 dias e entdo tratados
com a vacina. Essas estruturas foram reveladas pela sobreposicdo de marcacao

para histona e para elastase. NOs observamos as estruturas parecem ser
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granulares, pouco abundantes e proximas a leveduras de P. brasiliensis (Figura 20).
No modelo de 30 dias ndo observamos indicativos de NETs em nenhuma das

condicles experimentais testadas (Figura 21).
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Figura 20 - Presenca de NETs nos pulmdes de camundongos infectados por 15 dias com
leveduras de P. brasiliensis e tratados com a vacina terapéutica.

Nao infectado Infectado P10+DODAB

Camundongos BALB/c foram infectados com leveduras do isolado virulento de P.
brasiliensis (Pb18) e ap6s 15 dias foram tratados com trés doses da vacina terapéutica.
Apo6s 7 dias do ultimo tratamento, os animais foram sacrificados, os pulmdes excisados e a
presenca de NETSs foi avaliada por imunofluorescéncia utilizando os seguintes marcadores:
Hoescht 3342 (DNA nuclear), anticorpo anti-histona H2B conjugado com AlexaFluor 488 e
anticorpo anti-elastase neutrofilica conjugada com AlexaFluor 647. As setas brancas

Hoecsht 3342

Elastase Histona H2B

Sobreposicao
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indicam areas sugestivas de NETSs, que sdo reveladas pela sobreposi¢cdo de marcacao para
elastase e para histona. As setas pretas indicam leveduras. Aumento de 100 x.

Figura 21 - Presenca de NETs nos pulmdes de camundongos infectados por 30 dias com
leveduras de P. brasiliensis e tratados com a vacina terapéutica.

Nao infectado Infectado P10+DODAB
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Camundongos BALB/c foram infectados com leveduras do isolado virulento de P.
brasiliensis (Pb18) e ap6s 30 dias foram tratados com trés doses da vacina terapéutica.
Ap0s 7 dias do ultimo tratamento, os animais foram sacrificados, os pulmdes excisados e a
presenca de NETs foi avaliada por imunofluorescéncia utilizando os seguintes marcadores:
Hoescht 3342 (DNA nuclear), anticorpo anti-histona H2B conjugado com AlexaFluor 488 e
anticorpo anti-elastase neutrofilica conjugada com AlexaFluor 647. As setas brancas
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indicam areas sugestivas de NETSs, que sdo reveladas pela sobreposi¢cdo de marcagéo para
elastase e para histona. As setas pretas indicam leveduras. Aumento de 100 x.

5.11 Efetividade vacinal na auséncia de neutroéfilos

Os resultados obtidos in vivo nos levaram a questionar se os neutrofilos seriam
importantes nos primeiros tempos em que o tratamento € administrado. Esse
guestionamento é ressaltado sobretudo por conta do tratamento ser subcutaneo, o
que gera dano tecidual e consequentemente deve ocorrer um influxo de neutroéfilos
no local da leséo.

No intuito de testar essa possibilidade, depletamos os neutréfilos da circulacao
periférica 24 horas antes de cada tratamento com a vacina. Para isso, escolhemos o
modelo de 15 dias e o anticorpo monoclonal anti-Gr-1. Uma Unica administragédo de
200 pg do anticorpo por via intraperitoneal foi capaz de induzir uma deplecdo de

neutroéfilos por 48 horas sem afetar as outras populacdes hematoldgicas (Tabela 1).

Tabela 1 — Analise hematoldgica de camundongos depletados com o anticorpo anti-

Gr-1.
Linfocito Mono. Eos. Bas. Neut.
(%) (%) (%) (%) (%)
Nao depletado 68 6 1 0,5 24,5
200 pg de Gr-1 83 5 1 0,5 2
250 ug de Gr-1 85 4 1 0,5 0
300 pg de Gr-1 86 2 1 0,5 0

Mono= mondcitos; Eos= eosinodfilo; Bas= Baséfilo; Neut= neutrofilo. O melhor resultado obtido é
destacado em vermelho.

Os animais que tiveram os neutrofilos depletados 24 horas antes de cada
tratamento (P10+DODAB®P*®%) mostraram carga flingica pulmonar superior a sua
contraparte nao depletada (P10+DODAB). Ja a carga fungica pulmonar permaneceu

igual entre os animais infectados que foram (Infectadodep'etalOIO

) ou ndo depletados
(Infectado), demonstrando assim que a deplecéo por si s6 néo alterou a doenca mas

sim a efetividade da vacina (Figura 22).
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Figura 22 - Carga fungica pulmonar em camundongos com deplecdo periférica de

neutrofilos.
1000000.0- *
— . [ Infectado
o f ' =3 P10+DODAB
E 750000.04 —|_ E depletado
9 e Infectado
£ R B p10+popABPEtate
< 500000.0-
o T .
£ :
5 250000.0- % o .
0.0 :

Camundongos BALB/c foram infectados por 15 dias com o isolado virulento de P.
brasiliensis (Pb18) e tratados com trés doses da vacina terapéutica (P10+DODAB). O
intervalo entre cada dose foi de 7 dias. Alguns animais receberam o anticorpo anti-Grl, 24
horas antes de cada tratamento vacinal, com o objetivo de depletar os neutréfilos por até 48
horas. Apds 7 dias da ultima dose da vacina, os animais foram sacrificados e a carga
fungica nos pulmd@es foi avaliada. Anticorpo irrelevante da mesma classe que o anti-Gr-1
(lgG2b; BD, EUA) foi usado como controle. Diferencas estatisticas comparadas ao controle
infectado nao depletado ou infectado e tratado nao depletado sao indicadas: p*< 0,05.

A avaliacdo histolégica dos pulmf8es mostrou em ambos animais — infectados
apenas ou tratados com a vacina — padrao de inflamacéo extensa e desequilibrada
com leveduras disseminadas por todo o tecido pulmonar, incluindo parénquima e
alvéolos. Também nao foi observada quaisquer formacéo de granulomas definidos
(Figura 23).
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Figura 23 - Andlise histolégica dos pulmbes de camundongos com deplegéo periférica de
neutrofilos.

Infe P10+DODAB

Os animais foram infectados com leveduras de P. brasiliensis por 15 dias e entdo tratados
com trés doses de uma vacina terapéutica (uma por semana). Além disso, 0s animais
receberam por via intraperitoneal 200 pg de um anticorpo anti-neutrofilo (anti-Gr-1) 24 horas
de cada tratamento. Anticorpo irrelevante da mesma classe que o anti-Gr-1 (IgG2b; BD,
EUA) foi usado como controle. Animais apenas infectados e néo tratados com a vacina
foram usadas como controles. A setas vermelhas indicam leveduras. Aumento de 100 x
(superior) e 200 x (inferior).

O perfil de citocinas dos pulmdes desses animais também foram avaliados,
com a finalidade de fornecer possiveis explicagbes para a perda da efetividade
vacinal nos animais depletados. Primeiro, nds avaliamos algumas das citocinas
envolvidas na definicdo de uma resposta imune Thl (IL-12 e IFN-y) ou Th2 (IL-4 e
IL-10). NOs observamos que os niveis dessas citocinas nos animais depletados séo
inferiores quando comparado ao observado nos grupos nao depletados. A tendéncia
de maior producéo de IL-12 e IFN-y no grupo tratado com a vacina foi mantida no
modelo de deple¢&o. Ja outras citocinas ndo mantiveram a mesma dindmica quando
comparada com o modelo ndo depletado. Desse modo, o0s niveis de IL-10 foram
maiores no grupo tratado com P10+DODAB no modelo depletado, e ndo houve
diferenca nos niveis de IL-4 (Figura 24).
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Figura 24 - Quantificacdo das citocinas IL-4, IL-10, IL-12 e IFN-y nos pulmdes de
camundongos com deplecdo periférica de neutrofilos.
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Camundongos foram infectados por 15 dias com leveduras de P. brasiliensis e, tratados com
trés doses da vacina terapéutica (uma vez por semana). Os animais também receberam por
via intraperitoneal 200 pg do anticorpo anti-neutrdéfilo (anti-Gr-1), 24 horas antes de cada
tratamento. Apo6s 7 dias do Ultimo tratamento, os animais foram sacrificados e o perfil de
citocinas nos pulmdes. Anticorpo irrelevante da mesma classe que o anti-Gr-1 (IgG2b; BD,
EUA) foi usado como controle. As comparacfes estatisticas foram realizadas dentro da
variavel deplecdo (Infectado vs P10+DODAB ou Infectado depletado vs P10+DODAB
depletado): p*< 0,01, p**< 0,005 e p***< 0,0001; ou da variavel vacina (Infectado vs
Infectado depletado ou P10+DODAB vs P10+DODAB depletado): p** < 0,0001.

Além das citocinas que de modo geral sdo envolvidas no perfil de resposta
imune celular ou humoral, nés também avaliamos outras citocinas envolvidas na
resposta imune como MCP-1, GM-CSF, TNF-a e IL-1B. NOs observamos que 0s
animais tratados com a vacina no grupo depletado apresentaram niveis aumentados
de TNF-a e MCP-1 quando comparados tanto ao grupo nao tratado quanto com sua
contraparte ndo depletada (P10+DODAB). Ja os niveis de IL-18 no grupo tratado
foram menores quando comparado ao grupo infectado ou a sua contraparte nao
depletada (P10+DODAB) (Figura 25). Os niveis de GM-CSF foram menores no

modelo depletado, quando comparado ao modelo ndo depletado.



77

Figura 25 - Quantificacdo das citocinas IL-13, TNF-a, MCP-1 e GM-CSF nos pulmdes de
camundongos com deplecao periférica de neutrofilos.
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Camundongos foram infectados por 15 dias com leveduras de P. brasiliensis e, tratados com
trés doses da vacina terapéutica (uma vez por semana). Os animais também receberam por
via intraperitoneal 200 pg do anticorpo anti-neutrdfilo (anti-Gr-1), 24 horas antes de cada
tratamento. Ap6s 7 dias do Ultimo tratamento os animais foram sacrificados e o perfil de
citocinas nos pulmdes foi avaliado. Anticorpo irrelevante da mesma classe que o anti-Gr-1
(lgG2b; BD, EUA) foi usado como controle. As comparacgfes estatisticas foram realizadas
dentro da variavel deplecdo (Infectado vs P10+DODAB ou Infectado depletado vs
P10+DODAB depletado): p*< 0,01, p**< 0,005 e p***< 0,0001; ou da variavel vacina
(Infectado vs Infectado depletado ou P10+DODAB vs P10+DODAB depletado): p“< 0,01,
p*< 0,005 e p™* < 0,0001.

Os niveis das citocinas IL-17 e IL-23 e do leucotrieno B, também foram
avaliadas. Nao observamos diferencas nos niveis de ambas as citocinas no modelo
depletado (Figura 26). JA4 os niveis de leucotrieno B, foram maiores no grupo
P10+DODAB no modelo depletado, comparado a sua contraparte ndo depletada
(P10+DODAB), mas a diferenca observada entre o grupo infectado e o tratado no

modelo ndo depletado nédo foi mantida (Figura 27).



78

Figura 26 - Quantificacdo das citocinas IL-17 e IL-23 nos pulmdes de camundongos com
deplecao periférica de neutrofilos.
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Camundongos foram infectados por 15 dias com leveduras de P. brasiliensis e, tratados com
trés doses da vacina terapéutica (uma vez por semana). Os animais também receberam por
via intraperitoneal 200 pg do anticorpo anti-neutrdfilo (anti-Gr-1), 24 horas antes de cada
tratamento. ApOs 7 dias do ultimo tratamento os animais foram sacrificados e o perfil de
citocinas nos pulmbes foi avaliado. Anticorpo irrelevante da mesma classe que o anti-Gr-1
(lgG2b; BD, EUA) foi usado como controle. As comparacgfes estatisticas foram realizadas
dentro da varidvel deplecdo (Infectado vs P10+DODAB ou Infectado depletado vs
P10+DODAB depletado): p*< 0,01; ou da variavel vacina (Infectado vs Infectado depletado
ou P10+DODAB vs P10+DODAB depletado).

Figura 27 - Quantificacdo de leucotrieno B, nos pulmdes de camundongos com deplecéo
periférica de neutrofilos.
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Camundongos foram infectados por 15 dias com leveduras de P. brasiliensis e, tratados com
trés doses da vacina terapéutica (uma vez por semana). Os animais também receberam por
via intraperitoneal 200 pg do anticorpo anti-neutréfilo (anti-Gr-1), 24 horas de cada
tratamento. Apés 7 dias do Ultimo tratamento os animais foram sacrificados e 0s niveis
leucotrieno B, nos pulmdes foram avaliados por kit comercial de ELISA. Anticorpo
irrelevante da mesma classe que o anti-Gr-1 (IgG2b; BD, EUA) foi usado como controle. As
comparacdes estatisticas foram realizadas dentro da varidvel deple¢do (Infectado vs
P10+DODAB ou Infectado depletado vs P10+DODAB depletado): p*< 0,01; ou da variavel
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vacina (Infectado vs Infectado depletado ou P10+DODAB vs P10+DODAB depletado): p*<
0,01.

Os dados obtidos com os dois modelos de 15 dias (depletado e néo depletado)
e aqueles obtidos no modelo de 30 dias podem ser visualizados de modo
esquematico pontuando as alteragbes em alguns parametros analisados quando

comparado ao controle infectado equivalente (Tabela 2).

Tabela 2 — Diferencas observadas no grupo tratado com a vacina comparada ao grupo
controle infectado nos diferentes modelos in vivo.

Parametros Modelo 15 dias Modelo 30 dias Modelo 15 dias

depletado

UFC (pulmao)

.

.

Nao alterado

Neutroéfilos l Nao alterado Nao determinado
NETS Presente Ausente Nao determinado
LTB, i l Nao alterado
IL-4 l Nao alterado Nao alterado
IL-10 Nao alterado L T

IL-12 T Nao alterado T

IFN-y T Nao alterado T

TNF-a T N2zo alterado T

GM-CSF Nzo alterado T Nzo alterado
MCP-1 l L T

IL-18 Nao alterado Nao alterado l

IL-17 T Nao alterado Nao alterado
IL-23 Nao alterado Nao alterado Nao alterado

As setas em vermelho representam parametros observados no grupo depletado que séo
opostas ao grupo ndo depletado (modelo de 15 dias).
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5.12 Linfoproliferacéo induzida por neutréfilos estimulados com a vacina

A hipétese de que os neutrdfilos sejam importantes no processo de
imunizacao/tratamento foi avaliada mais a fundo através do experimento de
linfoproliferacéo. O racional por tras desse experimento era saber se os neutrofilos
poderiam atuar como células apresentadoras de antigeno na resposta vacinal. Para
isso, estimulamos neutréfilos murinos com a vacina (P10+DODAB) por 2 ou 12
horas e, em seguida essas células foram colocadas em contato com esplendcitos de
camundongos saudaveis, infectados ou infectados e tratados. ApdOs incubacéo por

até 96 horas, avaliamos a proliferacéo de linfocitos T CD4+ por citometria de fluxo.

NGs observamos que a taxa de proliferacdo dos esplendcitos de camundongos
infectados e tratados com a vacina foi superior aquelas observadas nos esplendcitos
de animais saudaveis ou apenas infectado. Entretanto, ndo houve diferenca entre as
diferentes condi¢cdes avaliadas (Figura 28). Assim, ndo podemos afirmar que
neutrofilos estimulados com a vacina foram capazes de apresentar o peptideo P10 e
de induzir proliferagéo.

Figura 28 - Ensaio de linfoproliferacdo ex vivo.
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Neutréfilos murinos (PMN) foram purificados da medula éssea de camundongos BALB/c e,
estimulados com a vacina (Vac) por 2 ou 12 horas. Posteriormente, essas células foram
incubadas com esplenécitos de camundongos saudaveis, infectados ou infectados e
tratados com a vacina. Apds 72 horas a proliferacdo de linfécitos T CD4+ foi avaliada por
citometria de fluxo. Como controle positivo as células foram estimuladas com concanavalina
a (ConA). Diferencas estatisticas comparadas ao controle ndo estimulado ou
estimulado com neutréfilo p***< 0,001.
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6 DISCUSSAO

A formulacado vacinal escolhida para realizacdo desses ensaios foi baseada no
estudo anterior do grupo que mostrou que o lipidio catibnico DODAB é um excelente
adjuvante a ser associado com o P10 (Mayorga et al., 2012). Avaliamos as
caracteristicas fisicas mais bésicas dessa formulacdo vacinal, como tamanho,
potencial zeta e polidispersdo. Observamos que a associacdo de P10 com DODAB
se apresenta em escala micrométrica (4990 nm ou 4,9 um), com carater catidénico e

pouco dispersa (homogéneo).

O tamanho da formulacdo vacinal é de grande relevancia, haja vista que isso
pode direcionar o complexo para determinado tipo celular, podendo resultar em
aumento ou reducdo da efetividade vacinal. Desse modo, é possivel especular que
pelo tamanho obtido, o complexo P10 e DODAB, quando administrado por via
subcutanea, seja captado principalmente por macrofagos uma vez que particulas
entre 500 e 5000 nm séo fagocitadas principalmente por essas células (Bachmann,
Jennings, 2010).

O carater catiénico da formulacao vacinal também é importante nessa dinamica
(Lincopan et al.,, 2009). De modo geral, as células de mamiferos apresentam
potencial de membrana negativo, e assim, por principio eletrostatico, a interacao
entre P10 mais DODAB e a célula é facilitada. O que seria mais complicado de
ocorrer caso a vacina apresentasse um carater negativo (repulsdo eletrostatica). E

necessario observar que tanto o peptideo quando o lipideo apresenta carga positiva.

Posteriormente as analises de tamanho e carga, iniciamos a investigacdo do
envolvimento dos neutrofilos na resposta imune desencadeada pela formulacao
vacinal. Essa investigagcédo se dividiu em duas frentes: in vitro e in vivo. No que se
refere a frente in vitro, analisamos os efeitos da vacina sobre neutréfilos murinos. J&

em in vivo, a dinamica entre um modelo de vacina terapéutica e os neutrofilos.

No que se refere aos dados in vitro, primeiro procuramos compreender a
participacéo dos receptores TLR-2, TLR-4 e dectina-1 na morte de P. brasiliensis por
neutréfilos murinos. Esses receptores reconhecem importantes padrées moleculares

associados a patdégenos, e assim sdo importantes na inducdo de uma resposta
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imune (Romani, 2011). Na PCM todos os trés receptores tem sido extensivamente
estudados e podem estar associados com resisténcia ou suscetibilidade (Loures et
al., 2009; Loures et al., 2010; Feriotti et al., 2015), por isso o interesse dos mesmos

em nosso estudo.

N6s observamos que neutréfilos previamente estimulados com [IFN-y
necessitam de TLR-2, TLR-4 e dectina-1 para matar um isolado virulento de P.
brasiliensis (Pb18). Esse dado estd em conformidade com outro estudo que mostrou
que neutréfilos humanos parecem utilizar TLR-2 e TLR-4 no reconhecimento de
leveduras de P. brasiliensis (Bonfim et al., 2009). Além disso, ja foi demonstrado que
neutréfilos de camundongos nocautes para TLR-2 quando desafiados com C.
albicans apresentaram capacidade fagocitica, producédo de é6xido nitrico e atividade
de mieloperoxidase reduzidas (Tessarolli et al., 2010). Contudo, na auséncia de
estimulo, observamos que dectina-1 passa a ser importante na morte de P.
brasiliensis. Entretanto, para compreender melhor este fendmeno, experimentos

adicionais serdo necessarios.

Posteriormente a esses achados iniciais, nos propusemos a avaliar o efeito da
vacina sobre a expressao de TLR-2, TLR-4 e dectina-1 em neutrdfilos de 3 linhagens
de camundongos que representam resisténcia intermediaria (C57BI/6 e BALB/c) e
suscetibilidade (B10.A) a PCM (Calich et al., 1985). Observamos in vitro que a
formulacéo vacinal foi capaz de induzir o aumento de subpopulacdes de neutrofilos
expressando TLR-2, TLR-4 e dectina-1 tanto em B10.A quanto BALB/c, mas com

menor eficiéncia em C57BI/6.

No entanto, os dados de expressao por si sé ndo sdo traduziveis do ponto de
vista funcional. Nesse sentido, refinamos a analise para entender em que implica os
neutroéfilos terem mais TLR-2, TLR-4 ou dectina-1 em sua superficie. Selecionamos
a linhagem BALB/c, pois o modelo in vivo é padronizado nessa linhagem.
Perguntamos se os neutrofilos que foram estimulados com vacina fagocitariam mais

leveduras e seriam também efetivos na morte das mesmas.

Nossos resultados indicaram que o aumento de TLR-2, TLR-4 e dectina-1 na
superficie de neutréfilos estimulados com vacina ndo implicou em maior capacidade

fagocitica e nem em maior habilidade de morte. Nossos dados estéo parcialmente
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de acordo com um estudo que sugeriu que leveduras de P. brasiliensis sejam
reconhecidas via TLR-2 e TLR-4 e que isso resulta em aumento da capacidade
fagocitica e da producdo de o6xido nitrico (NO) em macroéfagos. No entanto, essa
ativacdo nao leva a uma maior reducéo de crescimento fungico. Assim, concluiu-se
gue a interacdo de TLRs seja um mecanismo de patogenicidade de P. brasiliensis,
pelo qual a célula fangica possa infectar células do hospedeiro e multiplicar-se
(Calich et al., 2008).

Acorci-Valerio et al., (2010) descreveram que P. brasiliensis utiliza TLR-4 para
ter acesso ao neutrofilos humanos e que isso ndo resulta em maior atividade de
morte do fungo (Acorci-Valério et al., 2010). Outro estudo sugere a participacédo de
TLR-2, TLR-4 e dectina-1 no reconhecimento de P. brasiliensis, internalizagdo e
consequente ativacao da resposta imune contra fungo (Bonfim et al., 2009). Nesse
estudo foi observado que ha um reconhecimento diferencial do isolado utilizado de

P. brasiliensis e que isso resulta em uma distinta producéo de citocinas.

Os dados obtidos in vitro demonstram que a formulacdo de P10+DODAB
conseguiu induzir a expressao de TLR-2, TLR-4 e dectina-1 em neutrdéfilos, mas que
esse efeito ndo tornou a célula mais avidas a fagocitar e matar leveduras de P.
brasiliensis. No entanto, é possivel conjecturar que 0 aumento desses receptores
possa influir sobre a producédo diferencial de citocinas (Bonfim et al., 2009;
Balderramas et al., 2014). Estudos complementares sdo necessarios para avaliar

com maior complexidade essa dinamica.

O desenvolvimento de uma vacina contra a paracoccidioidomicose nos moldes
classicos da vacinologia — isto €, como intervencédo profilatica — apresenta algumas
limitacdes no que se refere ao publico alvo (quem vacinar?) e ao periodo (quando
vacinar?). E especulado que a maior parte dos individuos entram em contato com o
fungo, mas nao desenvolvem a doenca. Assim sendo, a vacina como profilaxia
perde seu poder, mas ganha novos ares como medida terapéutica, sobretudo
considerando o extenso tempo de tratamento com antifingicos e o desenvolvimento

de sequelas.

Nesse estudo optamos pelo modelo experimental de vacina terapéutica contra

PCM. Inicialmente os animais foram infectados por 15 ou 30 dias com leveduras do
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isolado virulento de P. brasiliensis (Pb18) e entdo tratados com trés doses de uma
vacina constituida do peptideo P10 associado ao lipidio catibnico DODAB. A escolha
da vacina foi feita com base em estudo prévio do grupo (Mayorga et al., 2012). No
entanto, o principal foco era investigar a participacao dos neutrofilos nessa dinamica

vacinal.

Observamos que, independentemente do tempo de infeccdo, a vacina
terapéutica foi efetiva na reducao da carga fungica pulmonar. Além disso, os animais
tratados com a vacina mostraram arquitetura pulmonar mais preservada, livre de
inflamacé&o e com poucos granulomas, estes compactos, organizados e com poucas
leveduras em seu interior. Esses dados estdo em conformidade com os dados da
literatura relacionados a resolucdo da PCM induzida por vacina (Mayorga et al.,
2012; Alves da Costa et al., 2015).

A vacina terapéutica também foi capaz de reduzir a formacdo de fibrose
pulmonar, tanto em animais infectados por 15 quanto por 30 dias com leveduras de
P. brasiliensis. A formacéo de fibrose pulmonar é o principal agravante da doenca,
uma vez que 0 parénquima ao ser substituido por tecido cicatricial perde sua
funcionalidade e consequentemente h& perda de capacidade respiratoria do
paciente (Da Silva et al., 2009).

Em modelos animais de PCM, a formacéo de fibrose tem inicio a partir da 42
semana de infeccdo, sendo acompanhado de niveis elevados de TNF-a e TGF-B
gue parecem induzir maior deposicdo de colageno no tecido (Franco et al., 1998;
Gonzélez et al., 2008). Muito provavelmente, isso explica porque nés observamos
niveis de TNF-a maiores no modelo de 30 dias (7 semanas de infec¢cdo) do que no
de 15 dias de infeccao (5 semanas de infec¢ao). Entretanto, a vacina ndo conseguiu
reduzir os niveis dessa citocina em ambos os modelos. A producéao de TGF-B néo foi

analisada.

Os neutrdfilos parecem estar envolvidos na formacéo da fibrose pulmonar na
paracoccidioidomicose. Em modelo animal de PCM foi demonstrado que o
tratamento com pentoxifilina e itraconazol apds 4 ou 8 dias de infec¢éo, foi capaz de
reduzir tanto o infiltrado neutrofilico quanto a fibrose pulmonar (Naranjo et al., 2011).

E mais recentemente, a deplecdo de neutréfilos em fases mais tardias da infeccéo
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foi relacionado a resolucdo da doenca e menor formacao de fibrose (Puerta-Arias et
al., 2016). Desse modo, parece que o0s nheutréfilos seriam desfavoraveis na fase

tardia da infeccéo, podendo funcionar como alvos terapéuticos.

Nesse sentido, nossos resultados demonstram que a vacina terapéutica foi
capaz de reduzir o numero de neutréfilos nos pulmdes de camundongos infectados
com P. brasiliensis por 15 dias. No entanto, quando a vacina foi administrada 30 dias
apos a infeccdo, nao foi observada aumento ou diminuicdo destas células. Nos nao
sabemos se a efetividade vacinal no modelo de 15 dias de infeccdo decorre da

reducao dos neutrdéfilos no tecido pulmonar.

'E imperativo perceber que os neutréfilos parecem ser células importantes no
combate a patdgenos fungicos em pacientes com algum tipo de imunossupressao
ou com neutropenia (Low, Rotstein, 2011). Essa informac&o mostra o quao criterioso
deve ser a andlise referente a importancias dos neutréfilos na resposta imune, o que

parece envolver diversas variaveis.

Em acordo com esse olhar mais cauteloso, observamos, de forma inesperada,
indicios de formacédo de NETs no tecido pulmonar daqueles animais que tiveram o
namero de neutréfilos reduzidos pela vacina. Isto €, no modelo de 15 dias de
infeccdo. NOs acreditamos que esse achado pode ser explicado pela conjuncédo de
dois fatores: (1) o tamanho maior da levedura quando comparado ao neutréfilo e (2)

pela maior propor¢éo de leveduras em relacao aos neutrofilos.

A nossa hipétese é sustentada por dados da literatura que parecem indicar que
os neutrofilos sdo capazes induzir a formacdo de NETs quando o micro-organismo
ou é muito grande ou estd em maior proporcao (Branzk et al., 2014). A formacéao de
NETs induzida por P. brasiliensis j4 foi demonstrada em humanos tanto in vitro
quanto in vivo (Della Coletta et al., 2015; Mejia et al., 2015), e parece ser um

mecanismo que envolve o receptor dectina-1 (Bachiega et al., 2015).

A formacdo de NETs abrange a morte dos neutrofilos por um processo
denominado netosis, e com consequente liberacdo de malha extracelular constituida
de DNA e histona e que alberga em seu interior enzimas como a elastase

neutrofilica (Fuchs et al., 2007).Essa malha pode envolver o micro-organismo e levar
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a morte do mesmo, como ja descrito para fungos e bactéria (Urban et al., 2006;
McDonald et al., 2012).

Além disso, as NETs parecem estar envolvidas na degradacédo de citocinas e
quimiocinas, podendo até mesmo controlar a inflamacg&o (Schauer et al., 2014). E
sabido que a formacdo de NETs estd prejudicada em pacientes com doenca
granulomatosa crénica, o0 que parece predispor esses individuos a algumas
enfermidades (Fuchs et al., 2007).

Os dados disponiveis na literatura sobre NETs mostram a atuacdo dinamica
desse mecanismo frente ao micro-organismo, seja por via direta (morte do micro-
organismo envolvido) ou por via indireta (degradacdo de citocinas; restricdo da
inflamacédo). Essa conclusdo por sua vez permite-nos indagarmos se as NETs
observadas no modelo de 15 dias de infeccdo sdo um dos mecanismos que
garantem a efetividade da vacina terapéutica. Indagacdo que precisa ser melhor
investigada.

No esforco de melhor entender a participacdo dos neutréfilos na resposta
imune desencadeada pela vacina terapéutica, testamos uma das duas hipoteses do
trabalho. Esse hipotese diz que os neutrdéfilos sdo importante no momento em que a
vacina € administrada. A outra hip6tese nado testada diz que os neutréfilos sdo
importante na resposta imune final. Isto é, a vacina induz a redugédo ou aumento de
neutréfilos no tecido pulmonar, que por sua vez esta relacionado com efetividade

vacinal.

A primeira hipotese foi testada depletando os neutréfilos nas primeiras 24 horas
em que cada tratamento foi administrado. A deplecéo foi realizada obtida por meio
da aplicacéo intraperitoneal do anticorpo contra Grl (clone RB6/8C5) 24 horas antes
de cada tratamento, sendo o efeito mantido por mais 24 horas. Para nossa surpresa,
0s animais tratados com a vacina nao tiveram a carga fangica pulmonar reduzida,

demonstrando que o tratamento néo foi efetivo.

A principio, pode-se cogitar que a vacina perdeu a efetividade porque o modo
de deplecdo dos neutrofilos € pontual e ndo constante. Assim, a deplecdo em
periodos esporadicos perturbaria o sistema. Logo, a vacina teria perdido a

efetividade ndo porque essas células séo importante no momento em que a vacina é
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administrada e sim porque ha perturbacdo no padrdo da doenca. No entanto, essa
explicagdo pode ser desconsiderada uma vez que o animal infectado depletado

apresenta a mesma carga fungica de um animal infectado ndo depletado.

E possivel que a perda do efeito vacinal ndo seja decorrente da deplegéo do
neutrofilos e sim de outras células. Embora tenhamos feito um ensaio prévio de
dosagem do anticorpo contra Grl com relagcdo a deplecdo de outras células
hematoldgicas, essa hipotese ndo pode ser descartada. Ja foi demonstrado na
literatura que o anticorpo contra Grl € capaz de depletar outras populacdes
celulares, como células dendriticas plasmacitdides, mondcitos e linfocitos T CD8+
(Daley et al., 2007).

O anticorpo contra Grl, produzido pelo clone RB6/8C5, reconhece tanto o
antigeno Ly6G (principalmente expresso em neutrofilo) quanto o Ly6C (expresso em
células como mondcitos e células dendriticas). Nesse sentido, tem sido utilizado o
anticorpo anti-Ly6G, produzido pelo clone 1A8, na deplecdo especifica dos
neutréfilos (Daley et al., 2007).

Em conformidade com esses dados, foi observado que a deplecéo de células
imune Gr-1" e ndo Ly6G" exacerbou a replicacéo viral e a doenca em um modelo
animal de infeccao pelo virus herpes simplex tipo | (Wojtasiak et al., 2010). Os dados

gerados utilizando o anticorpo contra Grl devem ser analisados com cautela.

Em modelos experimentais de paracoccidioidomicose as conclusdes obtidas
com o anticorpo contra Grl ou contra Ly6G sdo muito similares (Pina et al., 2006;
Pino-Tamayo et al., 2016), de modo que acreditamos que o dado observado em

nosso estudo esteja relacionado aos neutrofilos e ndo a outras células.

A auséncia de neutréfilos nas primeiras 24 horas apdés cada dose da vacina
terapéutica alterou totalmente o padréo de resposta imune. A histologia dos pulmdes
do animais tratados com a vacina mostrou disseminacao do fungo por todo o tecido,
sendo observado aumento de citocinas envolvidas na inflamagéo ou na resposta
imune humoral (IL-4, IL-10, IL-18, TNF-a e MCP-1).

Esses dados parecem estar em acordo com alguns estudos disponiveis na

literatura que mostram que os neutrofilos podem estar envolvidos na apresentacao
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antigénica ou no transporte de antigenos para 6rgéo linfoides em respostas vacinas
(Calabro et al., 2011; Yang et al., 2010). Além disso, ja foi demonstrado que o0s
neutrofilos podem modular a atividade de macréfagos, seja potencializando a
atividade microbicida dessas células ou intervindo no processo de diferenciacdo de
M1 para M2 (Chen et al., 2014).

Em um estudo com pacientes de PCM oral foi sugerido que os neutréfilos
participaram na formacdo dos granulomas e que a sobrevivéncia dessas células
parece envolver o fator de transcricdo Nrf2 (Aradjo et al., 2013). Nessa direcdo, tem
sido demonstrado que P. brasiliensis promove uma maior tempo de sobrevivéncia
dos neutrdfilos por induzir nessas células a producdo autécrina de IL-8. E esse feito
por sua vez parece ser um mecanismo gue o hospedeiro desenvolve para combater

a infeccao fangica persistente (Acorci et al., 2009).

Embora os nossos dados demostrem que o neutréfilos sdo importante no
momento em que o tratamento € administrado, ndo podemos afirmar que esse efeito
esteja relacionado a participacdo dessas células na apresentacdo antigénica. N6s
avaliamos essa possibilidade através de um ensaio de linfoproliferacdo em co-
cultivo, contendo neutrdfilos estimulados com a vacina e linfécitos provenientes de
animais imunizados com a vacina. Os neutréfilos ndo foram capazes de induzir a

proliferacédo de linfécitos primados.

Em relacdo ao perfil de resposta imune, € sabido que a resposta imune celular
€ mais efetiva do que a humoral no combate a infec¢des fungica (Romani, Puccetti,
2007). Entretanto, ndo se deve descartar a participagcdo da imunidade humoral
nessa dinamica. Nesse sentido, n6s observamos que a vacina, quando administrada
em animais com infeccdo recente (15 dias), parece induzir um perfil do tipo celular.
Isso pode ser inferido a partir da constatagédo do aumento de citocinas como IL-12 e

IFN-y e da reducéo de IL-4 nos pulmdes dos animais que foram tratados com vacina.

Em contrapartida, ndo conseguimos observar um padrdo de resposta imune
definido no modelo de 30 dias de infec¢ao, o que contrasta com o que foi observado
anteriormente (Mayorga et al.,, 2012). O peptideo P10 possui como principal

caracteristica induzir o aumento de IFN-y por linfocitos T CD4" (Taborda et al.,
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2015). Apesar disso, ndo conseguimos explicar porque nédo observamos esse
mesmo fendmeno no modelo de 30 dias de infecgéo.

A vacina terapéutica foi capaz reduzir os niveis de leucotrieno B4 (LTB4) nos
pulmbes de animais com 15 ou 30 dias de infeccdo. Alguns pesquisadores tem
sugerido que LTB,4 possibilita que os macréfagos consigam fagocitar e matar
leveduras de P. brasiliensis com mais eficiéncia (Santos et al., 2013). Esse

mecanismo parece envolver o aumento na producéo de oxido nitrico (NO).

Embora a producdo de NO seja um dos mecanismos mais efetivos em
macrofagos para matar P. brasiliensis, € conhecido que altos niveis de NO parecem
estar associados com a supressdo da imunidade mediada por células T (Bocca et
al., 1998). No modelo experimental de PCM foi demonstrado que camundongos
C57BI/6 nocautes para NO apresentam infecgcdo mais controlada e maior tempo de

sobrevida (Bernardino et al., 2013).

Acreditamos que reducédo de LTB,induzida pela vacina terapéutica em animais
com 15 ou 30 dias de infec¢cdo possa ser um dos mecanismo que levam a producao
controlada de NO. No entanto, como néo foi possivel avaliar a producdo de NO no
tecido pulmonar, é preciso realizar experimentos complementares para confirmar

essa hipotese.

Em sintese, os dados obtidos no presente estudo permite afirmar que a vacina
terapéutica contra PCM - constituida pelo peptideo P10 e pelo lipidio catiénico
DODAB - é efetiva mesmo em tempos distintos de infeccdo, e parece envolver a
participacdo dos neutrofilos. Além disso, demonstramos que uma vacina terapéutica

€ capaz de induzir a formacgéo de NETs em tecido pulmonar.
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CONCLUSAO

A vacina terapéutica contra PCM, constituida pelo peptideo P10 associado ao
lipideo catibnico DODAB, induz in vitro a expressao de importantes receptores
(TLR-2, TLR-4 e dectina-1) na superficie de neutrofilos murino. No entanto, esse
efeito ndo implica em maior capacidade de fagocitose e de morte intracelular;

A vacina terapéutica € capaz de reduzir a carga fungica pulmonar independente
do tempo de infec¢cdo/doenca,;

A vacina terapéutica quando administrada em animais com histéria recente de
infeccdo (15 dias) € capaz de reduzir a populacdo de neutréfilos do tecido
pulmonar;

A vacina terapéutica é capaz de induzir a formacao de NETs no tecido pulmonar.
Em modelo recente de infeccdo (15 dias) os neutrofilos parecem ser
extremamente importante na modulacdo da resposte imune desencadeada pela

vacina. Especificamente no momento em que o tratamento é administrado.
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