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RESUMO

No presente trabalho descrevemos o isolamento de proteinas do antigeno total de
Paracoccidioides brasiliensis, através de cromatografia de afinidade em coluna de fetuina-
agarose. O material adsorvido a resina e eluido com NaCl, foi chamado de FBP (do inglés
Fetuin Binding Proteins), e ndo apresentava atividade enzimdtica nem lectinica, tendo sua
associacdo a fetuina dependente de cétions divalentes. A andlise eletroforética da preparacio
FBP revelou uma proteina proeminente de 60kDa e quatro minoritarias de 50, 35, 24 e 14kDa.
A proteina de 60kDa de FBP foi capaz de se ligar a matriz extracelular de pulmio de
camundongo, sugerindo que poderia ser importante no processo infeccioso, tornando-se um
alvo para intervencdo terapéutica. Quando tratamos camundongos infectados com P.
brasiliensis por 21 dias com FBP ou salina emulsificada com adjuvante completo de Freund
(do inglés CFA — Complete Freund’s Adjuvant), um forte indutor de resposta protetora Thl
na paracoccidiodomicose (PCM), observamos que os animais tratados com CFA foram
protegidos, enquanto os animais tratados com FBP + CFA tinham reversdo dessa protegao.
Estes animais apresentaram grande nimero de unidades formadoras de coldnias (do inglés
CFU - Colony-forming unit), revelando na andlise histopatoldgica granulomas bem formados
repletos de fungos vidveis, porém sem grande comprometimento pulmonar, quando
comparado aos animais infectados ndo tratados, que apresentavam uma inflamacio cronica
que atingia grande extensdo do parénquima pulmonar. Além disso, homogenatos dos pulmdes
dos camundongos tratados com FBP apresentaram maiores niveis de IL-2, 1L-4 e IL-10,
caracteristicas de um padrdo Th2, além de TGF-f. Quando analisamos as células do bago
desses animais, observamos uma diminui¢do de células T CD8" em relagdo ao grupo tratado
com CFA. Células CD8" dos animais tratados com FBP apresentaram o marcador de uma

populagio de células T reguladoras (T CD8"reg), o Foxp3. Tendo como base esses resultados,



aventamos a hipétese de que esses linfécitos T CD8'reg seriam responsdveis pela supressio
da resposta imunitdria protetora disparada pelo CFA, o que permitiria a persisténcia de fungos
vidveis no interior dos granulomas. Além disso, animais tratados com FBP apresentam niveis
aumentados de TGF-B no epitélio pulmonar, o que aumentaria a supressdo no 6rgdo. O
conjunto de resultados apresentados sugere que FBP desempenha papel importante na
imunossupressdo caracteristica da PCM, abrindo perspectivas de que uma intervengdo nesse

processo supressivo possa levar a um efeito benéfico na gravidade da PCM.



ABSTRACT

In the present study we described the isolation in the NaCl 1M-eluted fraction (FBP)
fraction upon affinity chromatography on immobilized fetuin of the soluble antigen fraction from
P. brasiliensis. Although these fetuin-binding proteins were divalent cation-dependent, they
did not present either enzymatic or lectin activity. Electrophoresis analysis of FBP revealed a
major protein of 60 kDa and four minor proteins of 50, 35, 24 e 14kDa. In a blotting assay, we
showed that 60 kDa protein was bound by pulmonary extracellular matrix from mouse,
suggesting that FBP can play important role in the paracoccidioidomycosis (PCM) and,
consequently, be a therapy target. When mice were treated 21 days postinfection with FBP or
saline emulsified in complete Freund adjuvant (CFA), a strong adjuvant to protective Thl
immune response against PCM, we observed that CFA-treated mice were protected, whereas
FBP + CFA-treated mice reversed the protection. Although lungs from FBP + CFA-treated
mice presented organized granulomas with few compromised tissue, there was a large number
of viable fungi inside the granuloma. Consequently, the CFU number in the organs of these
mice was higher than that from CFA-treated mice. In addition, lung homogenates from FBP
mice had high levels of TGF- and IL-2, besides Th2 pattern cytokines IL-4 and IL-10. When
spleen cells from FBP mice were analyzed, we observed a decreasing of CD8" T cells in
relation to CFA group, and presence of regulator T cell the marker Foxp3. (CD8" Treg). On
the basis of these results, we hypothesized that CD8" Treg suppressed the protector immune
response triggered by CFA, leading to persistent viable fungi infection inside the granulomas.
Moreover, high levels of TGF-f3, a known immunosuppressor cytokine, were observed in the
pulmonary epithelium from FBP + CFA-treated mice. Altogether, these results indicate that
FBP plays an important role in the imunosuppression produced on curse of P. brasiliensis
infection, and open perspectives of intervention in this suppressive process, leading to a

beneficial effect on the infection severity.



INTRODUCAO

1. Paracoccidioides brasiliensis

1.1. Aspectos gerais

Paracoccidioides brasiliensis é o agente etiologico da paracoccidioidomicose (PCM),
uma doenca sist€émica de natureza granulomatosa. A infeccdo € autctone e endémica em
paises da América Latina, sendo Brasil, Argentina, Coldmbia e Venezuela os paises com
maiores incidéncias (BLOTTA et al., 1999). O Brasil corresponde ao pais com maior niimero
de 4reas endémicas, abrigando 85% de todos os casos relatados de PCM, com maior
prevaléncia nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste (RESTREPO, 1985; VERLI et al., 2005).

O primeiro relato da doenca humana foi feito por Lutz (1908 apud NEGRONI, 1993),
que detectou o fungo em lesdes da mucosa oral de dois pacientes. P. brasiliensis € conhecido
apenas em sua forma assexuada e apresenta dimorfismo termodependente, crescendo na
forma filamentosa a 25°C e de levedura a 37°C, provavelmente existindo na natureza em
determinados nichos ecoldgicos, a partir dos quais o homem inala os fragmentos micelianos
ou conidios (SEVERO et al., 1979; KUROKAWA et al., 1998). Assim, o estabelecimento da
doenca, com lesdes primdrias freqiientes nos pulmdes, marca a transformacio do fungo da
forma miceliana (infectante) para a forma de levedura (patogé€nica) (MCEWEN et al., 1987a)

Inicialmente, a doenca envolve os pulmdes, onde sdo formados os granulomas
responsaveis pelo controle da disseminacdo do fungo para outros 6rgios (DE BRITO e
FRANCO, 1994). As manifestagdes estdo associadas a fatores relacionados com o fungo,
como a viruléncia e a patogenicidade (SAN-BLAS e SAN-BLAS, 1977), e com o hospedeiro,
como a suscetibilidade (maior incidéncia entre o sexo masculino em relacdo ao feminino) e o
estado imunitario (ROBLEDO et al., 1982; COUTINHO et al., 2002). Na dependéncia desses

fatores, a infec¢do pode regredir com a destrui¢@o ou persisténcia de fungos vidveis em focos



quiescentes ou ainda progredir com o desenvolvimento de lesdes ativas, proliferacdo e
disseminagdo do fungo (FRANCO et al., 1987; MONTENEGRO e FRANCO, 1994).

Um largo espectro de manifestacdes clinicas, patoldgicas e imunoldgicas pode ser
observado nos pacientes infectados, variando de infeccdo pulmonar assintomadtica, que
compreendem o maior nimero de individuos, a doenca grave disseminada. Mais de 90% dos
pacientes com manifestacdes clinicas apresentam a forma cronica da doenga (FC), com alta
freqiiéncia de envolvimento pulmonar, muco-cutaneo, e das adrenais. Ja a forma aguda da
doenca (FA) acomete individuos jovens, com envolvimento de linfonodos, figado, baco,
0ssos, glandulas supra-renais e medula 6ssea (FRANCO et al., 1987; SHIKANAI-YASUDA

et al., 2000).

1.2. Defesa imunitaria

Historicamente, imunidade estava ligada a idéia de prote¢do de doengas infecciosas. A
imunidade € dependente de células e moléculas que agem coordenadas e coletivamente, e que
constituem o sistema imunitirio. Sabe-se hoje que esse sistema cumpre funcdes de (a)
manutengdo de homeostase por ser capaz de distinguir o que é préprio do organismo daquilo
que € estranho, (b) apresentar mecanismos para eliminagdo das estruturas estranhas
(antigenos) e (c) promover a auto-regulacdo (ABBAS e LICHTMAN, 2005).

A imunidade pode ser dividida em dois tipos, inata e adquirida. A imunidade inata,
feita pelas barreiras fisicas (pele, acidez estomacal, etc.), células fagociticas e eosindfilos,
células naturalmente citotoxicas (NK) e proteinas do sistema complemento. No caso da
infec¢do por P. brasiliensis, destaque tem sido dado as células fagociticas. O contato inicial
desse fungo com o sistema imunitdrio do hospedeiro faz-se através das células fagociticas,
uma vez que nos locais onde se encontram as células fungicas hd grande actimulo de

neutréfilos (MCEWEN et al., 1987b). Neutréfilos humanos exercem importante efeito



fungistatico, que € potenciado por interferon (IFN)-y e pode desempenhar papel na resisténcia
do hospedeiro na fase inicial da infec¢@o por P. brasiliensis (KURITA et al., 1999; KURITA
et al., 2000). Embora P. brasiliensis induza a ativagio do sistema complemento através da via
alternativa, o que propicia sua opsonizagdo e conseqiiente captura por fagécitos (SHIKANAI-
YASUDA et al., 1997), componentes do préprio fungo parecem também cumprir essa funcio,
como descrito para a glicoproteina de 43kDa (gp43) (ALMEIDA et al., 1998).

Os macréfagos, além dos neutréfilos, podem ser decisivos na resultante da infeccdo
por P. brasiliensis, uma vez que os macréfagos murinos residentes sdo permissivos a
multiplicagdo de leveduras fagocitadas, enquanto macréfagos ativados restringem a
multiplicacdo flngica intracelular (BRUMMER et al., 1989). Macréfagos ativados exercem
atividade fungicida in vitro e in vivo (BRUMMER et al., 1988; MOSCARDI-BACCHI et al.,
1994), limitam a disseminacdo de P. brasiliensis durante os estdgios iniciais da infec¢do, o
que esté correlacionado a produgéo de altos niveis de TNF-oo (PARISE-FORTES et al., 2000).

Quando os mecanismos de imunidade inata ndo conseguem bloquear e eliminar um
determinado antigeno, inicia-se ent@o a fase cognitiva da resposta. Nessa fase, o antigeno é
capturado por células apresentadoras de antigenos profissionais (APC), como células
dendriticas e macréfagos, é processado, ocorrendo clivagem em pequenos fragmentos ou
peptideos que se complexam a moléculas do complexo principal de histocompatibilidade
(MHC); esses complexos sdo transportados e expostos na superficie da APC. Assim, os
antigenos sdo apresentados para linfécitos T CD4" (células T helper — Th) especificos, que
sob determinadas condi¢cdes de estimulacdo se diferenciardo em células Thl e Th2. O
desenvolvimento diferencial dos linfécitos Th1 e Th2 parece ser o determinante fisiolégico, e
mesmo patolégico, das respostas imunitdrias, incluindo doengas auto-imunes, alergias e
infec¢des. As respostas de células Thl, mediadas principalmente pela secre¢do de IFN-y e

TNF-q, sdo responsdveis por prote¢do contra parasitas intracelulares, doengas auto-imunes



orgio especificas, rejei¢do de enxerto e alguns tipos de abortos recorrentes. Ja as respostas de
células Th2, que produzem interleucina (IL)-4, IL-5, IL-10 e IL-13, estdo envolvidas em
protecdo contra parasitas metazodrios, atopia, gravidez normal, algumas sindromes
hipereosinofilicas idiopaticas, esclerose sistémica e progressdo da AIDS na infeccio por HIV.

Embora os macrofagos e, principalmente, as células dendriticas (DCs) sejam
importantes para fazer essa transi¢do entre a imunidade inata e adaptativa através da ativacio
de linfocitos T, na PCM, esses dois tipos celulares sdo pouco eficientes na estimulagdo de
células Thl (ALMEIDA e LOPES, 2001). A infeccdo por P. brasiliensis, ou mesmo seus
antigenos purificados, tal como a gp43, diminuem a expressio de moléculas do MHC de
classe II e as propriedades adesivas de DCs imaturas, além de exercer efeito inibitério sobre a
producdo de IL-12 e TNF-q, inviabilizando o estabelecimento de resposta dos linfécitos Thl,
importantes para eliminag@o de patdgenos intracelulares (FERREIRA et al., 2004).

A depressdo da resposta mediada por células T durante a infeccdo por P. brasiliensis
tem sido atribuida a fatores séricos produzidos pelo hospedeiro (DA COSTA et al., 1983),
anticorpos especificos (CASTANEDA et al., 1985), imunocomplexos e populacdes de células
supressoras (SUGIZAKI et al., 1999). O mecanismo que leva a auséncia de resposta das
células T aos antigenos de P. brasiliensis € controverso. Ha evidéncias de que a producdo de
altos niveis de 6xido nitrico (NO), que seria indicativa de destrui¢do e controle do fungo, seja
associada a imunossupressdao (BOCCA et al., 1998; SOUTO et al., 2000; NASCIMENTO et
al., 2002). Por outro lado, células de pacientes infectados expressam altos niveis de CTLA-4,
anexina V e FasL. Tais observacdes originaram a hipodtese de que a apoptose mediada por
Fas-FasL. e CTLA-4 esteja envolvida na modulagio da resposta imune em pacientes
infectados com P. brasiliensis (CACERE et al., 2002; CAMPANELLI et al., 2003).

Embora haja no hospedeiro humano uma complexidade de mecanismos moduladores e

de fatores externos que interferem com o estabelecimento e desenvolvimento da PCM,



estudos bem definidos em modelos experimentais t€m mostrado uma correlagdo entre o
padrdo de resposta imunitaria celular Th1 e menor gravidade da doenca (ROBLEDO et al.,
1982; CANO et al., 1998; KASHINO et al., 2000; PINA et al., 2004). Respostas de tipo Th2,
associadas as formas disseminadas de PCM, ou Thl, associadas as formas mais localizadas
(focais) da doenga, dependem fundamentalmente do padrdo de citocinas secretadas pelas
células do sistema imunoldgico (revisto por CALICH e KASHINO, 1998; KASHINO et al.,
2000).

Modelo experimental de infeccdo por P. brasiliensis em camundongos susceptiveis
(B10/A) e resistentes (A/Sn) demonstrou que macréfagos de animais susceptiveis secretam
altos niveis de TGF-B e baixos niveis de TNF-a., verificando-se ainda, produgdes baixas de
IFN-v e altas de IL-5 e IL-10. J4 nos camundongos resistentes, constatou-se perfil oposto de
secrecdo de citocinas acompanhado das produgdes precoce de IFN-y e IL-2, e tardia de IL-4 e
IL-5. Assim, refor¢a-se a idéia de que a resisténcia a infec¢do por P. brasiliensis esteja
associada a secrecdo de altos niveis de TNF-a e IFN-y, seguida de producdo continua de IL-2
e IFN-y. Por outro lado, a liberacdo pequena e efémera de TNF-a e IFN-y, associada a
producdo de IL-5, IL-10 e TGF-f, ocorre na forma aguda e subaguda da PCM, como a que
acomete os animais susceptiveis (revisto por CALICH e KASHINO, 1998; KASHINO et al.,
2000). De fato, vérios estudos tém demonstrado claramente a participacdo de TNF-a e IFN-y
no desenvolvimento de uma resposta imunitdria protetora a infeccdo experimental por P.
brasiliensis (CANO et al., 1998; SOUTO et al., 2000; CALVI et al., 2003b).

Assim como ocorre em modelos experimentais, pacientes com uma forma disseminada
de PCM apresentam altos niveis de IL-4, IL-5, IL-10, TGF-P, e baixos niveis de IFN-y,
quando comparados aos pacientes com uma forma cronica da doenga (BAIDA et al., 1999;
BENARD et al., 2001; MAMONI et al, 2002; OLIVEIRA et al., 2002; MAMONI e

BLOTTA, 2005).



Outras células que atuam como efetores da imunidade adaptativa, como os linfécitos T
CD8" e linfécitos B, podem ter importante papel na patogénese da PCM. Os linfécitos T
CD8" sido encontrados no lavado broncoalveolar (do inglés BAL — bronchoalveolar lavage) de
pacientes com PCM, possivelmente atraidos ao sitio da infec¢do pela quimiocina MIP-1a
(FORNAZIM et al., 2003). Citocinas pré-inflamatérias, como TNF-q, IL-6, IL-1, MIP-2,
podem ser responsaveis pelo recrutamento de leucécitos para o pulmio nos estagios iniciais
da infeccdo (GONZALEZ et al., 2003). A alta expressdo de citocinas antiinflamatérias na
lesdo de pacientes com a forma aguda de PCM pode contribuir para o escape do fungo dos
mecanismos de defesa do hospedeiro (NEWORAL et al., 2003). A ativacdo policlonal de
linfécitos B € fendmeno mais exuberante na forma aguda e subaguda, e associa-se a
hipergamaglobulinemia, ao aumento dos niveis de complexos imunes circulantes e a ativacao
do sistema complemento pela via classica (MUNK et al., 1992). Altos niveis séricos de IgG,
IgE e IgA se correlacionam-se diretamente com maior gravidade da doenca (BIAGIONI et al.,
1984). Ha altos niveis de anticorpos séricos especificos para gp43 e gp70 nos pacientes com
PCM. Tais fatos reforcaram a idéia da existéncia de resposta de linfocitos Th2, produtores de
IL-4, IL-5 e IL-13, na PCM, relacionada com inibi¢do das respostas protetoras por células
Th1 e incapacidade do sistema imunitario de controlar a infeccio (BENARD et al., 1997).

A contencdo da infeccdo por P. brasiliensis deve-se principalmente a agdo microbicida
de macrofagos e a formagdo de uma inflamacdo cronica granulomatosa. Em ambos os casos,
IFN-y e TNF-a contribuem de forma decisiva. A atividade fungicida de macréfagos,
otimizada pela ativacdo com IFN-y e TNF-o, tem sido atribuida a produgcdo de NO pela
enzima NO sintase induzivel. A ativagdo dessa enzima parece ser decorrente ndo somente da
acdo sinérgica das citocinas IFN-y e TNF-a, mas também de produtos liberados pelo préprio
agente patogénico. Atribui-se ao NO papel essencial no controle da disseminag¢ao fingica, por

associar-se a atividade fungicida de macréfagos (NASCIMENTO et al., 2002). H4 indicagdes
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de que a producdo alta e persistente de NO inibe a produgcdo de TNF-q, citocina chave na
formacdo do granuloma por atrair e ativar macréfagos, que sdo acumulados localmente e
diferenciam-se em células epitelidides. Menores niveis de TNF-o favorecem o agravamento
das lesdes pulmonares (NASCIMENTO et al., 2002), enquanto a produg¢do de TNF-o por
macréfagos associa-se a resisténcia a infeccdo por P. brasiliensis (CALVI et al., 2003b).
Camundongos geneticamente deficientes do receptor para TNF-o sdo altamente susceptiveis a
infec¢do por P. brasiliensis (SOUTO et al., 2000).

A reagdo granulomatosa, predominante na PCM humana e experimental, desempenha
importante papel na defesa do hospedeiro contra o fungo. Os granulomas sio constituidos por
células fagociticas mononucleares, que sofrem transformacdo para células epitelidides e
gigantes multinucleares, matriz extracelular organizada (KERR et al.,, 1988a), além de
linfécitos T e outras células (MOSCARDI-BACCHI et al., 1989). A IL-10 e o NO podem ser
importantes na regulacdo da formagdo do granuloma (DINIZ er al., 2001). Pacientes com
PCM aguda apresentam padrio da resposta granulomatosa difusa, que se associa a supressao
de células T (DINIZ et al., 1999). Alteracdes timicas podem estar envolvidas no fendmeno de
imunodepressdo, freqiientemente associado a infec¢do por P. brasiliensis (SOUTO et al.,

2003).

1.3. Antigenos de P. brasiliensis

A complexidade antigénica de P. brasiliensis associado a pequena quantidade de
estudos aprofundados sobre a identificacdo e o papel dos diversos antigenos no curso da
infec¢do por esse fungo tornam esse campo ainda pouco explorado para determinacdo de
alvos vacinais e de tratamento, bem como para a o entendimento da biologia do fungo.
Atualmente, com o seqiienciamento do genoma de diversos organismos patogé€nicos,

vislumbra-se a identificacio mais rdpida de antigenos potencialmente promissores para
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diagnéstico e vacinas (RACZNIAK et al., 2001; MORA et al., 2006). Além disso, os bancos
de seqiiéncias gerados possibilitam a identificacdo mais rdpida de proteinas expressas em
pequena quantidade, através de técnicas de alta sensibilidade e acuracia, como por exemplo a
espectrometria de massa (CANAS et al., 2006). Embora néo se tenha ainda o seqiienciamento
do genoma completo do P. brasiliensis, iniciativas de pesquisadores brasileiros t€ém levado ao
seqiienciamento do genoma funcional do fungo, o que podera contribuir para a compreensao
do metabolismo geral e diferencial em micélio e levedura, do ciclo celular, da replicacdo,
reparo e recombinacdo de DNA, biogénese de RNA, da maquinaria de traducdo e destino das
proteinas, da producdo da parece celular, das enzimas produzidas, além da identifica¢do da
relacdo entre proteinas produzidas e viruléncia fingica (ANDRADE et al., 2005). A criacdo
de um banco de dados completo das seqiiéncias génicas de P. brasiliensis, e
conseqiientemente das seqii€ncias protéicas, poderd auxiliar no preenchimento de uma das
grandes lacunas que temos em relacdo a esse fungo, que € a falta de identificacdo de grande
parte das proteinas estudadas até o momento.

Fracdes antigénicas mistas t€ém sido utilizadas em vdrias provas soroldgicas, tais
como: imunodifusdo, contraimunoeletroforese, fixagdo do complemento, imunofluorescéncia
indireta e em testes cutaneos de hipersensibilidade tardia, para o diagndstico da PCM (DEL
NEGRO et al., 1991). O desenvolvimento de ensaios diagndsticos deve considerar que varios
antigenos identificados em P. brasiliensis, de membrana ou secretados, sdo compartilhados
por outros fungos patogénicos, como Histoplasma capsulatum, Cryptococcus neoformans,
Blastomyces dermatitides, acarretando, em testes cutdneos e soroldgicos, reagdes cruzadas
com pacientes acometidos de outras micoses (ANDRIEU et al., 1969).

Dentre os fatores proprios do fungo capazes de aumentar sua patogenicidade, sdo
mencionados lipideos, polissacarideos e glicoproteinas (LOPES et al., 1994; VICENTINI et

al., 1994). Embora haja diversas investigacdes sobre a identificacdo e/ou isolamento de
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antigenos protéicos, ou mais precisamente, glicoproteinas de P. brasiliensis,
indubitavelmente, a gp43 € a mais estudada dentre as glicoproteinas desse fungo. Além de ser
a glicoproteina predominante em P. brasiliensis, a notoriedade dessas glicoproteina se deve
principalmente ao fato de ser reconhecida por soro de 100% dos pacientes com PCM
(TRAVASSOS et al., 1995), sendo também aplicada ao teste de DTH em substitui¢do a
paracoccidioidina (SARAIVA et al., 1996).

Virios estudos sobre o papel da gp43 t€m demonstrado seu envolvimento na
patogenicidade de P. brasiliensis. Verificou-se que esta glicoproteina elicita intensa producio
de anticorpos e sua secre¢do e circulacio in vivo como antigeno livre, ou complexado, podem
inibir a atividade das células NK e induzir células supressoras. Além disso, estd envolvida na
adesdo de P. brasiliensis aos macréfagos peritoneais murinos, fendmeno que leva a fagocitose
(ALMEIDA et al., 1998). POPI e cols. (2002) demonstraram que gp43 é capaz de promover a
regulacdo negativa da linfoproliferacdo e da funcdo de macréfagos peritoneais murinos, via
receptores de manose, além de inibir a liberagdo de radicais livres e a atividade microbicida
de macrdéfagos. Recentemente observou-se que gp43 purificada induz menor expressdo de
moléculas de MHC de classe II, bem como, de moléculas de adesdo em células dendriticas de
animais susceptiveis (FERREIRA e ALMEIDA, 2006).

Apesar de gp43 ser o antigeno mais estudado, outros antigenos, como proteinas de
estresse de 70 kDa (hsp70) (FLOREZ et al., 2003; BISIO et al., 2005), hsp60 (IZACC et al.,
2001) e hsp87 (DIEZ et al., 2002), bem como outras glicoproteinas vém sendo descritas
(PUCCIA et al., 1986; PANUNTO-CASTELO et al., 2003; REIS et al., 2005; COLTRI et al.,
2006). Interessante notar que inumeras proteinas ou glicoproteinas sdo secretadas por P.
brasiliensis em cultura (exoantigenos — exoAgs), com massas moleculares que variam de 17 a

190kDa. Muitas dessas proteinas sdo compartilhadas por cepas do fungo, sendo reconhecidas,
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em grau varidvel pelo soro de pacientes (PANUNTO-CASTELO et al., 2003). Cada um
desses antigenos deveria ser estudado de modo a conhecer suas fungdes na célula fingica.

Embora muitas proteinas e glicoconjugados do P. brasiliensis parecam ser
importantes para a definicdo da infec¢@o, possivelmente aquelas que apresentam interacio
com a matriz extracelular do hospedeiro sdo cruciais na primeira etapa de colonizagdo do
fungo. KERR e cols., em 1988, foram uns dos primeiros a sugerir que a formacgéo de tecido
fibrotico e rearranjo de matriz extracelular em granulomas de ratos infectados com P.
brasiliensis era estimulado diretamente pela acdo do fungo. Tais suposicdes comecaram a ser
comprovadas a partir da demonstracdo de que a adesdo de P. brasiliensis a superficie de
células epiteliais era mediada por laminina e gp43 (VICENTINI et al., 1994). De fato, P.
brasiliensis tratado com laminina previamente a infeccao induziu uma PCM pulmonar menos
grave, quando comparada aos animais infectados com fungos ndo tratados com laminina
(ANDRE et al., 2004), indicando um efeito inibitério do tratamento com laminina sobre a
infectividade de P. brasiliensis.

Recentemente, outras proteinas ligantes de proteinas de matriz extracelular t€ém sido
descritas. Dentre elas destaca-se uma lectina, descrita por nosso grupo, especifica para o
carboidrato N-acetil-glicosamina, denominada paracoccina. Essa lectina apresenta massa
molecular de 70kDa e ligacdo a laminina dependente do sitio ligante de carboidrato.
Paracoccina induz a sintese de TNF-a por macréfagos peritoneais, o que estd diretamente
associado com a alta producdo de NO por essas células. Essas propriedades levaram a
sugestdo de que paracoccina tenha papel importante na patogénese da PCM (COLTRI et al.,
2006). Dentre as proteinas ligantes de matriz extracelular foram descritas também a enzima
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, presente na superficie celular de P. brasiliensis
(BARBOSA et al., 2006) e duas proteinas, purificadas e parcialmente caracterizadas, tendo

massa molecular de 19 e 32kDa e ligacdo a fibrinogénio, laminina, fibronectina. Anticorpo
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monoclonal contra a proteina de 32kDa foi capaz de inibir a ligacdo de conidios as proteinas
de matriz extracelular de um modo dose-dependente, indicando ser essa proteina um potencial
mediador fingico da ades@o inicial de P. brasiliensis (GONZALEZ et al., 2005a;
GONZALEZ et al., 2005b). MENDES-GIANNINI e cols. (2006) mostraram que além de
laminina, outros componentes de matriz extracelular se ligam a superficie de leveduras de P.
brasiliensis, dentre eles o coldgeno do tipo I, a fibronectina e o coldgeno do tipo II. A ligacio
a coldgeno do tipo I € decorrente da interacdo com as proteinas de 47 e 80kDa, enquanto
fibronectina, similarmente ao que ocorre com laminina, se associa a gp43.

Estudos prévios de nosso grupo t€m mostrado que lectinas — proteinas que apresenta
ao menos um dominio que se liga especifica e reversivelmente a carboidratos e que ¢
destituido de atividade enzimdtica — oriundas de patégenos podem participar do processo
infeccioso (LOURENCO et al., 2001), além de reconhecer proteinas de matriz extracelular
(COELHO-CASTELDO et al., 2002; COLTRI et al., 2006). Nesses estudos sempre usdvamos
acucares simples para a purificagdo das proteinas, o que poderia restringir em algumas
situacdes a ligacdo de lectinas que tém afinidade baixa por monossacarideos. Assim, nos
estudos preliminares que fizemos com P. brasiliensis, optamos por glicoproteinas, cujos
acuicares mais complexos poderiam mimetizar melhor as proteinas de matriz extracelular. A
fetuina foi a glicoproteina de escolha por apresentar tanto O- quanto N-glicosilagdes, sendo
essas ultimas estruturas complexas de oligossacarideos (NILSSON et al., 1979). Os resultados
iniciais indicaram que havia purificacdo de proteinas do fungo aparentemente ainda nao
descritas na literatura, embora houvesse evidéncias que nesse material ndo havia lectinas.
Com a continuag@o desse estudo vislumbramos a possibilidade de melhor caracterizar a(s)
proteina(s) ligantes de fetuina de P. brasiliensis, bem como, de usd-la como um tratamento

terapéutico, a ser testado em PCM experimental murina.



15

OBJETIVO

Este trabalho visa caracterizar a(s) proteina(s) de Paracoccidioides brasiliensis
ligantes de fetuina, bem como avaliar se a administrag@o terapéutica dessa fragdo associada a
um indutor de forte de resposta Thl é capaz de modificar o curso da PCM experimental

murina, levando a prote¢do de camundongos infectados.
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MATERIAL E METODOS

1. Animais

Foram utilizados camundongos machos BALB/c, de 6 a 8 semanas de idade,
provenientes do biotério de criagdo de camundongos isogénicos da Faculdade de Medicina de

Ribeirao Preto, USP.

2. Cultivo de Paracoccidioides brasiliensis

Para infeccio dos camundongos foram utilizadas leveduras do isolado 18 de P.
brasiliensis (Pb18), obtidas a partir do cultivo do fungo em meio YPD (1,5% de extrato
levedura, 1,5% de peptona, 3% de glicose e 3% de dgar) por 7 a 14 dias, a 36°C. A escolha do
isolado 18 foi baseada em sua alta viruléncia e capacidade de induzir reacdo granulomatosa
(KASHINO et al., 1985). A viruléncia dos isolados foi mantida através da inoculacdo
periddica das leveduras em camundongos com posterior recuperagdo das mesmas em meio de
cultura dgar-BHI. Em estudos comparativos da presenga da fracdo ligante de fetuina em cepas
de diferentes viruléncias, foram utilizadas Pb18 (altamente virulenta), cepa BAT (isolada de
paciente do HCRP-USP), cepa 265 (baixa viruléncia). Esses dois outros isolados foram
cultivados como descrito para Pb18. Todos os isolados foram gentilmente cedido pelo Prof.

Dr. Roberto Martinez (Hospital das Clinicas, Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, USP).

3. Antigeno total de P. brasiliensis (PbAg)

O PbAg foi obtido a partir do rompimento das células flingicas por vibragdo ultra-
sonica a 200W, por 1 minuto, em banho de gelo. Esse procedimento foi repetido vérias vezes,
até se obter um alto grau de ruptura das leveduras, o qual foi verificado através da andlise

microscépica da suspensdo flingica. A suspensdo foi centrifugada a 7.000 X g por 10min e o
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sobrenadante retirado e filtrado. A dosagem protéica foi realizada pelo método de BCA (do

inglés Bicinchoninic acid), conforme instru¢gdes do fabricante (Sigma Chemical Co.).

4. Cromatografia de afinidade

Amostras de antigeno total de P. brasiliensis foram aplicadas a coluna de agarose-
fetuina (Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA), previamente equilibrada com tampao fosfato
20mM, pH 7.4. A resina foi lavada com o tampao de equilibrio para remog¢do do material nao
adsorvido a coluna. O material adsorvido foi eluido pela adicdo de 1M de NaCl. Em alguns
experimentos, antes da eluicdo com NaCl, pesquisou-se se agucares causavam a eluicdo do
material adsorvido. Nesses casos, fez-se eluicdo seqiiencial com 0,4M de glicose, 0,4M de
manose, 0,4M de galactose, 0,4M lactose e 1M de NaCl. Todos os procedimentos
cromatograficos foram realizados em sistema cromatografico automatico FPLC (Amersham
Biosciences, Uppsala, Sweden), monitorado por absorbancia em 280nm. O pool de fracdes
ligantes a coluna foi submetido a ultradiafiltragdo em membrana YM-10 (Amicon® Division,

W. R., Grace & Co. MA. USA) e denominada FBP (do inglés Fetuin Binding Proteins).

5. Analise de eletroforética e transferéncia de proteinas

As andlises eletroforéticas foram realizadas em gel de poliacrilamida a 10% e 12,5%
(m/v) em condi¢gdes dissociantes (SDS-PAGE), em sistema Mini-Protean 3 (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, EUA). As amostras de FBP foram ressuspensas em tampdo de
amostra [Tris-HCI a 0,5M, pH 6,5, contendo SDS a 2,5% (m/v), 2-mercaptoetanol a 2,5% e
glicerol a 10% (v/v)], incubadas em banho maria a 100°C, por 3min e aplicadas no gel. As
corridas eletroforéticas foram feitas em tampao contendo 24,8mM de Tris, 192mM de glicina
e SDS a 0,1% (m/v), e tiveram duracdo aproximada de 40min (80-120mA, 200V).

Marcadores protéicos de MM conhecidas foram usados como padrio de migracdo. Os géis
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foram corados com prata, azul de Coomassie (Coomassie Brilliant Blue R-250, Pierce
Chemical Co., Rockford, EUA) ou Pro-Q Emerald 300 Glycoprotein Gel stain kit (Molecular
Probes, Eugene, OR). Marcadores protéicos com MM conhecidas foram usados como padrio
de migracdo (BenchMark Protein Ladder - Invitrogen, Carlsbad, EUA).

A eletrotransferéncia dos componentes protéicos separados por SDS-PAGE para
membranas de nitrocelulose (Hybond-C Extra, Amersham Bioscience) e PVDF (difluoreto de
polivinileno) (ImobilonTM, Millipore, Bedford, USA) foi feita em sistema Mini-Protean 3
(Bio-Rad Laboratories), em cuba contendo tampao CAPS a 10 mM, metanol 10%, pH 11, por

2h a temperatura ambiente (TA) (85-135mA, 150V).

6. Preparacio do extrato de pulméo biotinilado

O pulmio de um camungongo Balb/c ndo infectado foi perfundido com PBS e
homogeneizado em 10 ml de PBS contendo inibidores de protease (10 mM EDTA, 2 mM 2-
ME, 0.3 mM PMSF, 1 mM benzamidine, and 3 pM aprotinin). A concentracio de proteinas
foi determinada pelo método de BCA. Para o processo de biotinilacdo, foi adicionada 74 pl
de uma solucdo aquosa contendo 10 pg/ml de Sulfo-NHS-LC-Biotina (hexanoato de
sulfosuccinamidil-6-biotinamida)(Pierce), a 1mg/ml de extrato de pulmao. Tal mistura foi
mantida em repouso, em banho de gelo, por 2 horas. Finalmente, a biotina ndo conjugada foi

removida com auxilio de um microconcentrador.

7. Caracterizacio da interacio com matriz extracelular de pulmao

Membranas de nitrocelulose contendo FBP foram bloqueadas com PBS contendo
Tween-20 0.05% (v/v) e gelatina 5% (p/v) (tampdo de bloqueio) durante 2 horas a 37°C, a fim

de se eliminar ligacdes inespecificas. Foram colocadas para reagir, por 1 hora a 37°C, extrato
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de pulmido biotinilado (10 pg/ml) diluido em tampdo de bloqueio. Apds lavagens das
membranas com Tween-20 0.05% (v/v) em PBS (tampiao de lavagem), as fitas de
nitrocelulose foram incubadas, por 30 minutos, com estreptoavidina conjugada a fosfatase
alcalina diluida em tampao de bloqueio (1:4000). Apds nova etapa de lavagens, a reacdo foi
detectada com solucdo de BCIP/NBT (5-bromo-4-cloro-3-indoil-fosfato / azul de nitro

tetraz6lio) na concentracio sugerida pelo fabricante. A reacdo foi detectada com BCIP/NBT.

8. Seqiienciamento protéico

8.1. Degradaciao de Edman

A membrana de PVDF contendo FBP foi corada com azul de Coomassie a 0,1%
(Coomassie Brilliant Blue R-250, Pierce Chemical Co.), por 15 min, a TA, e descorarada com
solugdo de metanol a 45% e 4acido acético 7%. A banda referente a FBP foi recortada e
submetida ao seqiienciamento de aminoacidos N-terminal pela degradacdo automética de
Edman, em seqiienciador automdtico de proteina (Applied Biosystems Procise Sequencer -
modelo 491, Perkin Elmer Corporation, Norwalk, EUA) (gentilmente seqiienciado pelo Prof.

Dr. José César Rosa, do Centro de Quimica de Proteinas, FMRP, USP).

8.2. Espectometria de massa

Bandas da fracdio FBP foram seqiienciadas pelo Dr. Alvaro Acosta Serrano, da
Universidade de Glasgow, no Fingerprints Proteomics Facility da School of Life Science,
Universidade de Dundee, Escocia. Bandas de FBP foram recortadas do gel de poliacrilamida e
digeridas com tripsina, como descrito por WILM e cols. (1996). Os géis contendo as proteinas
foram cortados em pequenos fragmentos e lavados por 1 hora com 10mM NH4HCO;. As

proteinas foram removidas por 30min a 60°C em 100 UL de ditiotreitol a 4 mM em 100 mM

de NH4HCOj; a 4°C e alquiladas pela adi¢do de 10 uL. de 100mM de iodoacetamina. Apds
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30min de incubag@o em TA na auséncia de luz, os fragmentos de géis foram lavados por 1h
em 50% de acetonitrila em 10 mM NHsHCO;, seguidos de redugdo em acetonitrila e
centrifugacdo a vicuo. Aos fragmentos do gel, em banho de gelo, foi adicionado 25 mM de
NH4HCO3 com 2ug/100uL de tripsina modificada (Promega). Apds 45min, o sobrenadante
foi removido e o tampdo adicionado até cobrir os fragmentos de géis que foram incubados por
18h a 37°C. Foram procedidas duas extragdes consecutivas com SOuL de 0,1% de &acido
trifluorodcetico em 60% de acetonitrila. Os digestos foram centrifugados a vacuo, seguido
pelo tratamento com SUL de 0,1% de 4acido trifluoroacetico em 30% de acetonitrila. Os
digestos foram analisados em espectrometro de massa (Applied Biosystems). Para andlise, as
amostras foram aplicadas aos circulos desenhados na placa para andlise em MALDI-TOF-
MS, em volume de 2,5uL.. Apds serem secas, o processo foi repetido mais quatro vezes, sendo
IpL da matriz de 4cido a-ciano-4-hidroxicinndmico (Smg/mL de 4gua:AcN/ 4cido
trifluoracético a 0,1% [v/v] tamponado com 20mM NH4H2PO4) adicionada a placa. A matriz
foi seca a T.A. e os digestos foram imediatamente analisados em espectrometro de massa

(MALDI-TOF-MS - 4700 Proteomics Analyser, Applied Biosystem, Foster City, EUA).

9. Determinacao de viabilidade dos fungos

A viabilidade foi determinada pela técnica de diacetato de fluoresceina - brometo de
etidio (CALICH et al., 1979). Brevemente, 100uL de uma suspensdo de leveduras em solucéo
salina tamponada com fosfato a 10mM, pH 7,2 (PBS) estéril foram misturados a uma solugéo
contendo 100uL de brometo de etideo (50mg/mL — Sigma Chemical Co.) e 100uL de
diacetato de fluoresceina (2ug/mL - Sigma Chemical Co.), preparadas no momento do uso.
Essa suspensdo foi incubada por 10min a 36°C, na auséncia de luz. Apés o periodo de
incubacdo, a viabilidade das células fingicas foi determinada em microscépio de

fluorescéncia, sendo que aquelas que apresentaram colorag@o esverdeada foram consideradas
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como formas vivas ou vidveis e aquelas que se mostraram avermelhadas foram consideradas
mortas. Apenas as suspensdes de leveduras com viabilidade superior a 90% foram utilizadas

para infectar camundongos.

10. Infeccao dos camundongos com leveduras de P. brasiliensis

Leveduras de Pb18 cultivadas conforme descrito anteriormente, foram dissociadas em
solugdo de PBS estéril contendo pérolas de vidro (4mm de didmetro) e ajustadas para
concentragio de 1x 107 leveduras vidveis/mL, em PBS estéril. Cada camundongo foi

inoculado endovenosamente com 1 x 10° leveduras de P. brasiliensis, do isolado Pb18,

contidas em 0,1mL de PBS.

11. Protocolo de tratamento da PCM experimental

Criamos protocolo de tratamento terapéutico, onde camundongos foram infectados
com 1x 10° leveduras da cepa Pbl8 e mantidos por 21 dias para que a infec¢do se
estabelecesse. Apods esse periodo, os animais foram divididos em 3 grupos de acordo com o
regime de tratamento. O grupo controle foi injetado, por via subcutianea, uma dose unica de
salina emulsificada com adjuvante incompleto de Freund (do inglés IFA — Incomplete
Freund’s Adjuvant). O segundo grupo foi injetado por via subcutinea uma dose unica de
salina emulsificada com adjuvante completo de Freund (do inglés CFA — Complete Freund’s
Adjuvant), este grupo foi chamado CFA, ao tdltimo grupo foi administrado por via subcutinea
uma dose unica de 25ug de FBP emulsificada com adjuvante completo de Freund, este grupo
foi chamado CFA + FBP. Decorridos 30 dias do tratamento os animais dos 3 grupos foram

mortos e tiveram seu sangue e 6rgaos coletados, conforme diagrama abaixo

Infecgao Tratamento Andlises
| | |

0 21 50
Dias
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12. Soro de animais infectados
Animais infectados tiveram seu sangue coletado 20 e 50 dias apéds infeccao. O soro foi
obtido através da centrifugacdo do sangue total coagulado, a 250 X g por 5Smin, sendo entdo

congelado e armazenado a -20°C, até 0 momento do uso.

13. Processamento dos orgaos

Animais infectados com P. brasiliensis foram mortos apés 20 e 50 dias de infecgdo, e
os pulmdes, o figado e o bago foram assepticamente retirados e pesados. Parte desses 6rgaos
foram divulsionados em homogeneizador de tecidos tecido (Ultra-Turrax T25 Basic, IKA
Works, Inc., Wilmington, USA) em frascos apropriados contendo ImL de PBS estéril,
enquanto outra parte foi fixada em formalina para andlise histopatoldgica. Para determinar a
recuperagdo de fungos, 100uL. do homogenato de cada um dos 6rgdos dos animais foram
semeados, em duplicata, em placas de Petri contendo meio BHI-4gar enriquecido com 4% de
soro bovino fetal inativado (Hyclone, Utah, USA) e 96ug/mL de gentamicina (Invitrogen). As
placas foram vedadas com filme pléstico para evitar a secagem e mantidas a 36°C, por até 14
dias, para o crescimento das coldnias. A recuperacdo de fungo nos 6rgados foi avaliada a partir
da contagem de unidades formadoras de coldnia (CFU) aos 7 dias de cultivo; determinou-se o
nimero de CFU por grama de 6rgio (CFU/g). Para a quantificagcdo de citocinas nos orgios o
restante do homogenato foi centrifugado a 5.000 X g por 10min. Os sobrenadantes foram
coletados e estocados a -20°C para ELISA. O nivel de IL-4, IL-10, IL-12, IFN-y, TNF-a e
TGF-B foram determinados utilizando kits comerciais (OptEIA Set, BD Biosciences
Pharmingen, San Diego, EUA), de acordo com as instru¢des do fabricante. A concentragio de
citocinas foi determinada utilizando como referéncia uma curva padrao com dilui¢do seriada

na base dois, de citocinas recombinantes murinas.
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14. Analise histopatologica

Fragmentos do pulmao, figado e baco dos camundongos foram fixados em formalina
10% por 24h, desidratados, clarificados em xilol, embebidos em parafina e seccionados
(5um). Os cortes foram mantidos em estufa a 60°C para fixa¢do e, apés desparafinizagdo em
xilol e reidratacio em concentracdes decrescentes de dlcool, foram corados com
hematoxilina-eosina (HE), prata-metanamina de Grocott e picrosirius, para a detec¢do de
infiltrado celular, do fungo e de coldgeno e fibrose, respectivamente. Os cortes foram
utilizados para andlise histolégica e as lesdes granulomatosas foram analisadas por
microscopia de luz (Eclipse E800, Nikon Instruments, Inc., Melville, EUA) e as imagens
foram adquiridas com o auxilio de uma camera digital Nikon DXM1200 (Nikon Instruments,

Inc.), acoplada ao microscépio.

15. Analise morfométrica dos granulomas

Com o intuito de avaliar o nimero e a area dos granulomas presentes no tecido, a extensdo da
lesdo, bem como quantificar a presenca de infiltrado inflamatério, fungos e colageno nos
granulomas, as imagens adquiridas foram analisadas com o auxilio do programa ImageJ 1.37v

(NIH, Bethesda, MD)
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16. ELISA

16.1. Dosagem de citocinas

Placas de poliestireno de alta afinidade (Corning) foram sensibilizadas com
100uL/poco de anticorpo monoclonais especificos para cada citocina a ser dosada (anticorpo
de captura), diluidos em tampdo carbonato-bicarbonato 0,1M, pH 9,6 por uma noite a 4°C.
Em seguida, as placas foram lavadas trés vezes com PBS-T e incubadas com solucdo de PBS
acrescido com 10% de soro bovino fetal inativado (Sigma Chemical Co.) (solugdo de
bloqueio) durante 1h a TA. Aos pocos das placas foram adicionados, em duplicata, as
citocinas recombinantes (curva-padrdo) e as amostras; as placas foram incubadas a TA
durante 2h. Em seguida, foram lavadas cinco vezes com PBS-Tween e foram adicionados os
anticorpos secunddrios especificos para cada citocina conjugados com biotina (anticorpo de
detec¢do) associados a avidina-peroxidase, na concentracdo recomendada pelo fabricante. As
placas foram incubadas a TA por 1h. Apds nova etapa de lavagem, foi adicionado solucdo
reveladora contendo peréxido de hidrogénio e TMB (Pierce). As reac¢des foram bloqueadas
ap6s 20min com &cido sulfirico 2M e a leitura realizada a 450nm em leitor de microplacas

(Power Wave X- Bio Tek Instruments, Inc.).

16.2. Dosagem de anticorpos séricos

Anticorpos especificos para os antigenos de P. brasiliensis foram quantificados no
soro de animais infectados. Microplacas de poliestireno (Corning) foram recobertas com
100uL/poco de antigeno total de P. brasiliensis em tampao carbonato-bicarbonato 0,1M,
pH9,6, em concentragdo de 50pg/mL. Apds incubagdo por uma noite a 4°C, as placas foram
lavadas trés vezes com PBS contendo 0,05% (v/v) de Tween 20 (Sigma Chemical Co.) (PBS-
T) e incubadas com 200uL/poco de solucdo de PBS-T acrescido de gelatina a 3% (m/v) (PBS-

T-gelatina 3%), durante 1h, a 37°C. A solucdo bloqueadora foi retirada e aos pogos das placas
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foram adicionados 100uL/pogo das amostras dos soros dos animais infectados, coletados em
diferentes periodos apds infeccdo, em diluigdes que variaram de 1/30 a 1/2430, em PBS-T
acrescido de 1% (m/v) de gelatina (PBS-T-gelatina 1%). As placas foram entdo incubadas a
37°C durante 2h e, apds cinco lavagens com PBS-T, foram incubadas novamente com os anti-
soro de cabra contra IgGl, IgG2b, IgA ou IgM de camundongo conjugado a peroxidase
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, EUA), diluidos 1/5.000 em PBS-T-gelatina 1%, a
37°C por 1h. As placas foram lavadas, sendo a reagio antigeno-anticorpo revelada pela adi¢do
de 100uL/poco de uma solu¢do de 3,37,5,5 -tetrametilbenzidina (TMB) e peréxido de
hidrogénio (Pierce Chemical Co.), na concentra¢do sugerida pelo fabricante. A reacdo foi
bloqueada com &4cido sulfirico 2M e a leitura realizada a 450nm em leitor de microplacas

(Power Wave X, Bio-Tek Instruments, Inc., Vermont, EUA).

16.3. Determinacao de antigenos de P. brasiliensis circulantes

Microplacas de poliestireno de 96 pocos (Corning) foram recobertas com 50uL de
amostra de soro de camundongos infectados, diluido 1:4 (v/v) em tampdo carbonato-
bicarbonato 0,1M, pH 9,6. Apds incubag@o por uma noite a 4°C, as placas foram lavadas trés
vezes com PBS-T e incubadas com 1% (m/v) de leite desnatado em PBS-T. Apds a lavagem
das placas, adicionaram-se aliquotas de 50ulL/poco de um pool de soro de pacientes
(gentilmente cedido pelo Prof. Dr. Roberto Martinez) contra antigeno total de P. brasiliensis,
diluido 1/100 em 1% (m/v) de leite desnatado em PBS-T, sendo as placas mantidas a 37°C
por 2h. As placas foram lavadas e aos pogos adicionado 50uL de anticorpo anti-IgG humana
conjugado com fosfatase alcalina (Sigma Chemical Co.). Apds a incubag¢@do das placas a 37°C
por lh, determinou-se a quantidade de conjugado ligado pela incubagdo com 50uL do
substrato p-nitrofenil-fosfato (Sigma Chemical Co.) por pogo, durante 30min a 37°C. A

reacdo foi interrompida utilizando 1M NaOH e as absorbancias foram determinadas a 405nm
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em leitor de microplaca (Power Wave X). Como controle foi utilizado soro de animais ndo

infectados.

17. Obtencao de células esplénicas e estimulacio in vitro

Camundongos nao infectados foram mortos, tiveram o bago removido assepticamente
e divulsionado para a obtencdo de células esplénicas totais. Essas células foram lavadas com
meio RPMI incompleto por centrifugacdo a 250 X g por 10min a 4°C e incubadas por 4min
com tampdo de lise (nove partes de cloreto de amdnio a 0,16 M e uma parte de Tris-HCI a
0,17 M), a TA. As células foram novamente lavadas e ressuspensas para uma concentracio de
1x10° células/ml, em meio RPMI 1640 suplementado com 5% de soro bovino fetal. A
suspensdo celular, num volume de 100 pl/poco, foi distribuidas em triplicatas, em placas de
cultura de 96 pogos (Corning, Nova York, EUA) e cultivadas na presenca de diferentes
estimulos: ConA (2ug/mL), FBP (Spug/mL, 1ug/mL e 0,2ug/mL), ou somente meio, durante
96h a 37°C, em estufa com atmosfera umidificada e 5% de CO,. Para a analise de citocinas in
vitro o sobrenadante de 48h de estimulo com FBP (5ug/mL) foi coletado e armazenado a
-80°C, para posterior dosagem de citocinas pelo método de ELISA, utilizando kits comerciais

(OptEIA Set, BD Biosciences Pharmingen), de acordo com as instru¢des do fabricante.

18. Ensaio de proliferacao celular com CFSE

Camundongos nao infectados foram mortos, tiveram o baco removido assepticamente
e divulsionado para a obtencdo de células esplénicas totais. Essas células foram lavadas com
meio RPMI incompleto por centrifugacio a 250 X g por 10min a 4°C e incubadas por 4min
com tampdo de lise (nove partes de cloreto de amdnio a 0,16 M e uma parte de Tris-HCI a
0,17 M), a TA. As células foram novamente lavadas e ressuspensas para concentracio de

1 x 10° células/ml de PBS estéril e, em seguida, marcadas com Carboxifluoresceina diacetato
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succinimidil éster (CFSE) (Molecular Probes, Eugene, OR) em concentracdo final de 1,25uM.
A solugdo foi incubada a temperatura ambiente por 8 minutos e entdo as células foram lavadas
com PBS estéril. Apés este procedimento, as células foram cultivadas na concentracdo de
2x10° células por poco em placa de 48 pogos, na presenca de diferentes estimulos: ConA
(2ug/mL), FBP (Spug/mL), ou somente meio, durante 48h a 37°C, em estufa com atmosfera
umidificada e 5% de CO,. Em seguida, as células foram incubadas com 0,5ug de anticorpo
monoclonal “Fc block” por 45 minutos, entio foi adicionado 0,5ug por 5x10° células de
anticorpos monoclonais anti-CD4, anti-CD8 e anti-CD19 conjugados a PE (Caltag
Laboratories, Burlingame, CA) por 1h a temperatura ambiente. Apds a incubagao, as células
foram lavadas 2 vezes com PBS e adquiridas em FACSsort (BD Immunocytometry System,
Franklin Lakes, NJ). As andlises foram feitas usando o programa FCS Express 2.0 (DeNovo

Software, Ontario, Canada).

19. Citometria de fluxo

A andlise da expressdo de marcadores de superficie, no intuito de caracterizar a
populagio de linfécitos T e B, bem como subpopulagdes T CD4"CD25'Foxp3*™ e T
CD8"CD25 Foxp3*, foi realizada em células recuperadas do bago de camundongos
previamente tratados com IFA (controle), CFA ou FBP por via subcutinea. Foi caracterizada
a expressdo das seguintes moléculas: CD4, CDS§, CD19, CD25, CD28 e Foxp3. Em geral, as
células foram incubadas com 0,5ug de anticorpo monoclonal “Fc block” por 45 minutos. Em
seguida, foram adicionados 0,5ug por 10° células de anticorpos monoclonais conjugados a
FITC, PE e PE-Cy5 (Caltag Laboratories, Burlingame, CA) por 1h a temperatura ambiente.
Ap6s a incubacio, as células foram lavadas 2 vezes com PBS e adquiridas em FACSsort (BD
Immunocytometry System, Franklin Lakes, NJ). As andlises foram feitas usando o programa

FCS Express 2.0 (DeNovo Software, Ontario, Canada).
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20. Analise estatistica

A determinacao estatistica das diferencas entre as médias dos grupos experimentais foi
realizada por andlise de varidncia (ANOVA), seguido pelo pds-teste de comparagido multipla
de Tukey, utilizando-se o programa GraphPad Prism 4.02 (GraphPad Software, San Diego,
EUA). Diferencas com p < 0,05 foram consideradas estatisticamente significativas. Todos os

experimentos foram realizados pelo menos trés vezes.
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RESULTADOS

1. Purificacao e caracterizacao das proteinas ligantes de fetuina (FBP)

A fim de identificar proteinas as quais possam desempenhar um papel importante na
interacdo entre o P. brasiliensis e o hospedeiro, utilizamos a cromatografia de afinidade em
coluna contendo fetuina imobilizada. As amostras de antigenos totais de P. brasiliensis
(PbAg) usadas nesse procedimento foram obtidas através da sonicacdo de leveduras. O
material adsorvido a coluna e eluido com tampdo contendo 1M da NaCl (Figura 1) foi
denominado FBP, apresentando rendimento aproximado de 12% do material aplicado,

podendo variar um pouco entre as preparagoes.
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Figura 1. P. brasiliensis apresenta fracio ligantes de fetuina.

PbAg foi submetido a cromatografia de afinidade em coluna de fetuina imobilizada, sendo retirado o material
nao adsorvido a coluna com tampao fosfato 20mM, pH 7,4. O material adsorvido a coluna foi eluido com
soluc@o de NaCl a 1M. A corrida foi feita em sistema FPLC e monitorada em absorbancia a 280nm. O material

adsorvido e eluido com NaCl corresponde a 12% do material recuperado.
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Tendo em maos a FBP purificada, investigamos se havia proteinas com natureza
lectinica nessa fragdo, o que seria esperado, ja que fetuina é proteina altamente glicosilada.
Realizamos entdo ensaios de hemaglutinacdo com FBP, porém ndo observamos nenhuma
atividade hemaglutinante (dados ndo mostrados). A possibilidade de termos uma lectina nio
foi descartada, uma vez que certas lectinas apresentam apenas um unico dominio de
reconhecimento de carboidrato (CRD), e dessa forma, ndo aglutinam células. Para tirarmos
essa ddvida realizamos uma nova purificacdo de FBP e realizamos uma elui¢cdo seqiiencial
com 0,4M de glicose, 0,4M de manose, 0,4M de galactose, 0,4M de lactose e 1M de NaCl
(Figura 2). A ligacdo de FBP a coluna se manteve mesmo com essas concentragdes altas dos
acucares testados, o que aumentou os indicios de que ndo hé proteinas ligantes de carboidratos

na fracdo FBP.
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Figura 2. Fracdo ligante de fetuina néo € eluido com acticares diversos.

PbAg foi submetido & cromatografia de afinidade em coluna de fetuina imobilizada, como descrito na Figura 1.
O material adsorvido a coluna foi submetido a eluicdo seqiiencial com 0,4M de glicose (Glu), 0,4M de manose
(Man), 0,4M de galactose (Gal), 0,4M de lactose (Lac) e 1M de NaCl. A corrida foi feita em sistema FPLC e
monitorada em absorbdncia a 280nm. As proteinas retidas ndo apresentaram afinidade por nenhum agucar

testado, sendo eluidas apenas com 1M de NaCl.
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Seguindo a mesma linha de raciocinio, para caracterizar a FBP, testamos o efeito de
ions divalentes no perfil de elui¢do da proteina (Figura 3). Para tanto, incubamos amostras de
PbAg com 10mM de EDTA, o que resultou na inibicdo da interacdo entre FBP-fetuina,
sugerindo que essa interagdo é dependente de cations divalentes. No entanto, quando amostras
de PbAg foram incubadas com 10mM de EGTA, um quelante especifico para fons Ca**, ndo
houve alteracio no perfil de eluicdo da FBP, demonstrando que a interacio FBP-fetuina néo é
dependente de cdlcio. Tentando estabelecer qual fon seria necessario para a interagdo,
realizamos experimento onde amostras de PbAg eram incubadas com 10mM de EDTA e
posteriormente com solugdes de MgCl,, MnCl,, CuCl, e CaCl, tendo concentracdo final de
20mM desses fons. Observamos a precipitacdo do material quando acrescidos de qualquer um
desses fons, sendo o mesmo observado quando acrescentamos esses fons a FBP purificada
(dados nao mostrados). Desta maneira fomos incapazes de determinar qual o fon importante

para a interagdo FBP-fetuina.
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Figura 3. Efeito de quelantes de cations divalentes no perfil de eluicio de FBP.
PbAg foi incubado ou ndo com EDTA ou EGTA e submetido a cromatografia de afinidade em coluna de fetuina
imobilizada, como descrito na Figura 1. Observou-se que EDTA, mas ndo EGTA, foi capaz de inibir a interagio

das proteinas com a agarose-fetuina.
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Aventamos a hipdtese de que FBP poderia ser enzima, no caso metaloproteinases. Para
verificarmos essa hipdtese realizamos um zimograma, porém ndo foi observada nenhuma
atividade enzimadtica por parte da FBP (dados ndo mostrados).

Para analisar a homogeneidade da preparacio FBP e caracterizd-la quanto a massa
molecular de seus componentes, realizou-se andlise eletroforética da amostra purificada em
gel 12% , a qual revelou um perfil contendo uma banda majoritaria de 60kDa e cerca de 4

bandas minoritérias de 50, 35, 24 e 14kDa. (Figura 4).
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Figura 4. SDS-PAGE (12%) de FBP.
As amostras foram submetidas a tratamento redutor com mercaptoetanol. O gel foi corado pelo método da prata
A migracdo eletroforética de proteinas com massas moleculares conhecidas [ovotresferina (78kDa), albumina
(68kDa), ovalbumina (43kDa), anidrase carbonica (30kDa), mioglobulina (17,2kDa) e citocromo C (12,3kDa)]

estd indicada na figura.

Para determinarmos se essas proteinas de FBP eram glicosiladas, fizemos um SDS-
PAGE de FBP e coramos o gel com Pro-Q Emerald 300 Glycoprotein Gel stain kit, sendo
esse mesmo gel corado por prata para evidenciar a presenca das bandas (Figura 5). O fato de
observarmos proteinas de FBP no gel corado pela prata (gel 2) e nenhuma marcacéo no gel

corado para glicoproteinas, foi sugestivo de que nenhuma proteina de FBP ¢ glicosilada.
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-

Figura 5. Determinacao de glicosilacao das proteinas de FBP.

As amostras de FBP foram submetidas a tratamento redutor com mercaptoetanol e submetidas a SDS-PAGE. O
gel foi corado com Pro-Q Emerald 300 glycoprotein gel stain kit (A), sendo posteriormente corado pelo método
da prata (B). MMglic - contém uma mistura de marcadores glicosilados [ a:2-macroglobulina (180 kDa), glucose
oxidase (82 kDa), glycoproteina dcida ol (42 kDa) e avidina (18 kDa) ] e ndo glicosiladas [ fosforilase b (97
kDa), albumina bovina (66 kDa) and anidrase carbonica (29 kDa) ], FBP — fragdo ligante de fetuina e MM -
proteinas com massas moleculares conhecidas [ovotresferina (78kDa), albumina (68kDa), ovalbumina (43kDa),

anidrase carbonica (30kDa) e mioglobulina (17,2kDa)].

P. brasiliensis possui cepas de viruléncia variada, tais como a cepa Pb18 (altamente
virulenta), cepa BAT (isolada de paciente do HCRP-USP), cepa 265 (baixa viruléncia). Com
intuito de se correlacionar FBP e a viruléncia do fungo, aplicamos Img de PbAg de uma das
das trés cepas de P.brasiliensis descritas acima, purificamos FBP por cromatografia de
afinidade e aplicamos a SDS-PAGE. Como mostrado na Figura 6, a cepa Pb18 apresentou
maior quantidade de FBP, seguido por BAT. A cepa 265 (avirulenta) apresentou quantidade
extremamente pequena de FBP quando comparada as outras duas cepas. Esses resultados
sugerem haver associacdo direta entre a quantidade de FBP e viruléncia das cepas de P.

brasiliensis.
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Figura 6. SDS-PAGE das FBPs obtidas de trés isolados de P. brasiliensis.

Amostras de 1mg de PbAg das cepas Pb18, BAT e 265 foram usadas para purificagdo de FBP. As amostras de
FBP foram submetidas a tratamento redutor com mercaptoetanol e submetidas a SDS-PAGE. O gel foi corado
pelo método da prata. MM se refere as proteinas com massas moleculares conhecidas usadas como marcador
molecular, PbAg foi obtido da cepa Pb18, enquanto Pb18, BAT e 265 se referem as cepas a partir das quais as
FBPs foram purificadas. A migracio eletroforética de proteinas com massas moleculares conhecidas [albumina
(68kDa), ovalbumina (45kDa), quimiotripsinogénio A (25kDa) e ribonuclease A (13,7kDa)] estd indicada na

figura.

Com base na expressao diferencial de FBP nas cepas analisadas, aventamos a hip6tese
de que FBP desempenhe possivel papel na adesdo do fungo. No intento de se evidenciar a
interacdo da FBP com a matriz extracelular de pulméo, amostras de FBP foram transferida
para membrana de nitrocelulose e incubadas com matriz extracelular biotinilada. Como
observado na Figura 7, proteina de 60kDa de FBP interage com matriz extracelular, podendo

desempenhar possivel papel na adesdo do fungo e constituir um fator de viruléncia.
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Figura 7. Immunoblotting das preparacdes FBP incubadas com matriz extracelular de pulmao biotinilada.
Amostras de FBP e PbAg (EB) foram separadas em SDS-PAGE 12,5% e transferidas para membrana de
nitrocelulose. As membranas foram incubadas com matriz extracelular de pulmdo biotinilada, sendo a
posteriormente incubadas com avidina-peroxidase. As reacdes foram reveladas com DAB. A migragdo

eletroforética de proteinas com massas moleculares conhecidas (expressa em kDa) estd indicada na figura.

Tencionando-se identificar os constituintes protéicos de FBP, transferimos amostras
separadas em SDS-PAGE para membrana de PVDF e submetemos todas as bandas ao
seqiienciamento de aminodcidos. N@o foi obtida seqiiéncia de nenhuma dessas proteinas
(dados ndo mostrados). Esse resultado nos fez ponderar sobre a possibilidade da extremidade
N-terminal dessas proteinas estarem bloqueadas ou desse método nao apresentar sensibilidade
suficiente para deteccdo dessa quantidade de material que dispinhamos. Por essa razio,
submetemos bandas das proteinas de 60, 50 e 14kDa a digestdo com tripsina para serem
analisadas em espectrdmetro de massa (MALDI-TOF-MS). A auséncia de uma banco
contendo as seqiiéncias génicas do P. brasiliensis limitou a nossa andlise. A banda de 50kDa
ndo gerou pareamento significativo com nenhuma proteina depositada em banco de dados de
seqiiéncias de fungos ou de todos os organismos cujas seqiiéncias ja estdo depositadas

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). A andlise dos digestos da proteina de 60kDa gerou
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similaridade com as proteinas quitina sintetase 2, CaaX prenil protease e glucana sintetase,
enquanto os digestos da proteina de 14kDa geraram similaridade com as proteinas de
citocromo. A identificacdo dessas proteinas poderdo abrir caminho para um estudo mais
detalhado do papel dessas moléculas como fator de viruléncia de P. brasiliensis.

Os resultados obtidos nos motivaram a investigar a utilizacdo de FBP como alvo para

terapia de PCM.
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2. FBP induz supressao de resposta imunitaria na PCM experimental

ApOs a caracterizagdo bioquimica, passamos a avaliar a FBP como alvo terapéutico na
PCM. Sabendo-se que as respostas Thl sdo protetoras em PCM, aventamos a hipdtese que
esse padrdo de resposta dirigido para FBP pudesse levar a um efeito terapéutico na PCM.

Para testar tal hipétese, tratamos trés grupos de camundongos previamente infectados
(21 dias antes) com a cepa Pb18 com salina emulsificada em IFA (controle negativo), salina
emulsificada em CFA (controle do adjuvante) e FBP emulsificada em CFA (CFA+FBP). A
fim de se avaliar o regime de tratamento utilizado e o impacto no controle da infec¢do, os
animais foram pesados a cada cinco dias desde o0 momento da infeccdo até serem mortos
(Figura 8). Embora os resultados ndo sejam estatisticamente significativos, podemos notar que
os animais do grupo CFA continuam a ganhar peso, os do grupo CFA + FBP parecem ter
estabilizado, enquanto os animais do grupo controle tendem a ter a reducéo de peso. O ganho

de peso pode ser correlacionado com um bom progndstico na PCM.
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Figura 8. Monitoramento do peso corporeo dos camundongos infectados e submetidos aos diferentes

tratamentos.
Camundongos foram infectados com 1 X 10° leveduras da cepa 18 de P. brasiliensis, sendo que 21 dias apés a

infecgdo foram tratados com salina emulsificada em IFA (controle) ou em CFA (CFA), ou FBP emulsificada em

CFA. Durante os 50 dias de infec¢do, os animais tiveram seu peso monitorado de cinco em cinco dias.

Os trés grupos experimentais foram entdo analisados quanto a infec¢éo e para facilitar

o entendimento dos resultados que virdo a seguir dividiremos as andlises por 6rgao.

2.1. Analise do pulmao dos animais infectados por P. brasiliensis

Com o intuito de observar a capacidade em conter o crescimento e a proliferacio
flngica, analisou-se a quantidade de CFU recuperada do pulmio dos diversos grupos de
tratamento. Como mostrado na figura 9, o grupo controle e o grupo CFA + FBP nio
conseguiram controlar o crescimento do fungo. Observamos nestes dois grupos um aumento

da carga fingica se comparado ao dia do inicio do tratamento. Por outro lado, o grupo CFA
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foi capaz de conter a proliferacio do fungo e reduzir em mais de 99% a carga fiingica se
comparado ao grupo controle. A discrepancia dos resultados entre os grupos CFA e CFA +

FBP sugerem que FBP teve efeito supressor, impedindo o controle da proliferagdo do fungo.
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Figura 9. FBP reverte a diminuicdo de CFU induzida por CFA.

Camundongos foram infectados com 1 X 10° leveduras da cepa 18 de P. brasiliensis. Aos 21 dias de infec¢do
foram submetidos a tratamento com IFA (controle), CFA e CFA + FBP. Ap6s 30 dias do tratamento, os animais
foram mortos e fragmentos do pulmio foram pesados, fracionados e o nimero de CFU analisado. A linha
horizontal representa o nimero de CFU/g de tecido dos animais no dia do inicio do tratamento (21 dias de
infeccdo). As barras representam as médias + SEM das CFU. * p < 0,05 em relacdo as CFU dos animais no

inicio do tratamento, animais controle e CFA + FBP.

Observando a andlise histologica do pulmio dos diversos grupos (Figura 10), podemos
verificar maior comprometimento pulmonar dos animais do grupo controle com a presenca de
granulomas epiteliéides maduros, com limites bem definidos, onde se detectou a presenga de
linfécitos e macrofagos ao redor, além de leveduras na porcao central, também foi detectada a
presenca de polimorfonucleares na lesdo (Figura 10a, d, g e j). No grupo tratado com CFA
nao fomos capazes de achar nenhuma estrutura granulomatosa, ocorrendo apenas leve
espessamento dos septos alveolares, indicando que o animal tenha eliminado eficientemente o

fungo, com recuperagdo completa das dreas atingidas pelo fungo (Figura 10b, e, h e k). O
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grupo tratado com CFA + FBP apresentou granulomas muito bem estruturados e compactos,
com grande quantidade de fungos em seu interior e presenca de infiltrado inflamatério
reduzido (Figura 10c, f, i e 1).

A andlise morfométrica do tecido indicou maior drea de lesdo e infiltrado celular no
grupo controle se comparado ao tratado com CFA + FBP, porém foi detectada uma maior
quantidade de fungos e deposicdo de colageno no grupo CFA + FBP (Figura 11).

Avaliamos a producédo das citocinas IL-4, IL-10, IL-12, IFN-y, TNF-a e TGF-B no
sobrenadante do macerado de pulmao de animais infectados apds os tratamentos. Observou-se
baixa producdo de todas as citocinas no pulmio obtido dos animais do grupo controle,
resultado condizente com o estado de supressdo desses animais. Os animais do grupo CFA
produziram quantidades elevadas de citocinas IL-12, IFN-y e TNF-a (Figura 12A, C e E),
porém também foram capazes de produzir niveis significativos de IL-4 e IL-10 (Figura 12B e
D), demonstrando que o tratamento foi eficaz em quebrar o estado de anergia em que se
encontravam. J4 os animais do grupo CFA + FBP produziram citocinas nos mesmos niveis do
grupo controle com excegdo da citocina TGF-3 que teve uma elevada produgio (Figura 12F).
Esses resultados sdo sugestivos de que FBP ¢é capaz de suprimir a producio de citocinas

induzida por CFA por meio do aumento na produgdo de TGF-f.
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Figura 11. Analise morfométrica das sec¢cdes de pulméao de camundongos infectados por P. brasiliensis, 30

dias apos o tratamento.

Camundongos foram infectados por via intravenosa com 1 x 10° leveduras da cepa 18 de P. brasiliensis. Aos 21

dias de infec¢do foram submetidos a tratamento com IFA (controle), CFA e CFA + FBP. Apés 30 dias,

fragmentos do pulmio foram colhidos e processados para andlise histoldgica. Através do uso do programa

ImagePro, as imagens foram capturadas, copiadas e transformadas em leitura digital, sendo analisadas no

programa ImageJ quanto ao nimero de granuloma, drea média dos granulomas, lesdo pulmonar e presenca de

infiltrado, fungos e coldgeno no granuloma. As barras representam a médias + SEM. * p < 0,05 em relagdo ao

animal controle. nd — ndo detectado.
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Figura 12. Deteccdo de citocinas no pulméio de camundongos infectados por P. brasiliensis, 30 dias apos o
tratamento.

Camundongos foram infectados por via intravenosa com 1 X 10° leveduras da cepa 18 de P. brasiliensis. Aos 21
dias de infec¢@o foram submetidos a tratamento com IFA (controle), CFA e CFA + FBP. Apés 30 dias, os
animais foram mortos, tendo seus pulmdes retirados, pesados e homogeneizados em PBS. Apds a
homogeneizagdo, a suspensdo foi centrifugada e o sobrenadante colhido para dosagem das citocinas pelo método
de ELISA. As barras representam as médias £ SEM das concentracdes de citocinas de trés animais em duplicata.

* p < 0,05 em relagdo ao animal controle.

Visando esclarecer quem seria o responsdvel pela produgdo da citocina TGF-f,
realizamos um ensaio de imunohistoquimica do tecido pulmonar. Como mostrado na figura
13, as células responsdveis pela producido de TGF-B dos animais tratados com CFA + FBP

foram as células do préprio epitélio pulmonar (Figura 13b), indicando que FBP de alguma



maneira estimula o epitélio pulmonar a produzir TGF-f3 suprimindo a producdo de outras

citocinas.

3

Controle

CFA + FBP

Figura 13. Expressio de TGF-P no tecido pulmonar de camundongos infectados por P. brasiliensis, 30 dias
apos o tratamento.

Camundongos foram infectados por via intravenosa com 1 x 10° leveduras da cepa 18 de P. brasiliensis. Aos 21
dias de infec¢do foram submetidos a tratamento com IFA (controle), CFA e CFA + FBP. Apds 30 dias,
fragmentos do pulmio foram colhidos e processados para andlise imunoistoquimica para detec¢io de TGF-.

Nota-se imunorreatividade positiva marrom. Método de detecg¢@o: avidina biotina-peroxidase. Revelacdo:

diaminobenzidina (DAB).
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2.2. Analise do figado dos animais infectados por P. brasiliensis

Para se determinar a quantidade de fungos no figado, a fim de melhor caracterizar a
capacidade em conter o crescimento do fungo, analisaram-se as CFU recuperadas do figado
dos diversos grupos de tratamento (Figura 14). O grupo controle ndo conseguiu eliminar os
fungos presentes no figado, bem como o grupo CFA + FBP. Observamos nestes dois grupos
grande quantidade de fungos recuperados. Ao contrario dos observado nesses grupos, nao
houve a formagdo de colonias no grupo CFA, demonstrando que esse foi eficiente em
controlar a disseminacdo e eliminar os fungos presentes. Novamente, a discrepancia dos
resultados entre os grupos CFA e CFA + FBP reforga a hipétese de que FBP tem um efeito

imunossupressor sobre 0s animais.
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Figura 14. Quantificacio de CFU no figado de animais infectados

Camundongos foram infectados com 1 x 10° leveduras da cepa 18 de P. brasiliensis. Aos 21 dias de infecgdo
foram submetidos a tratamento com IFA (controle), CFA e CFA + FBP. Ap6s 30 dias do tratamento, os animais
foram mortos e fragmentos do figado foram pesados, fracionados e o nimero de CFU analisado. A linha
horizontal representa o nimero de CFU dos animais no dia do inicio do tratamento (21 dias de infec¢do). As

barras representam as médias + SEM das unidades formadoras de colonia. nd — ndo detectdvel.
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Observando a andlise histologica do figado dos diversos grupos (Figura 15), podemos
verificar um maior comprometimento hepatico dos animais do grupo controle com a presenga
de muitos granulomas, com limites bem definidos e presenca de fungos vidveis. No grupo
tratado com CFA ndo fomos capazes de achar nenhuma estrutura granulomatosa, indicando
que o animal foi capaz de eliminar o fungo eficientemente; também ndo observamos fibrose
hepética nesses animais. O grupo tratado com CFA + FBP apresentou granulomas muito bem
estruturados, com alto grau de fibrose circunscrevendo o granuloma, além de leveduras na
porc¢do central.

Avaliamos a producédo das citocinas IL-4, IL-10, IL-12, IFN-y, TNF-a e TGF-B no
macerado de figado de animais infectados apds os tratamentos (Figural6). Nido houve
diferenga estatistica na producdo de citocinas, excetuando a maior producdo de IL-10 nos
animais do grupo controle e CFA + FBP. Cabe ressaltar que no figado dos animais do grupo
CFA nio existiam fungos, e um padrio de resposta fortemente Th1, com altos titulos de IL-12
e IFN-y, e baixos titulos de IL-4 e IL-10. Ndo foram detectados niveis de TGF-B no figado

desse grupo de animais.
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Figura 15. Analise histolégica das seccoes de figado de camundongos infectados por P. brasiliensis, 30 dias
apos o tratamento.

Camundongos foram infectados por via intravenosa com 1 X 10° leveduras da cepa 18 de P. brasiliensis. Aos 21
dias de infec¢@o foram submetidos a tratamento com IFA (controle) (A, D e G), CFA (B, E e H) e CFA + FBP
(C, FeI). Apos 30 dias, fragmentos do figado foram colhidos e processados para analise histologica. Observa-se
a presenca de granulomas com leveduras vidveis em seu interior nos animais tratados com IFA (A, D e G) e CFA
+ FBP (C, F e I). Auséncia de granulomas nos tratados com CFA (B, E e H). Barras = 0,2 mm.
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Figura 16. Deteccio de citocinas no figado de camundongos infectados por P. brasiliensis, 30 dias apds o
tratamento.

Camundongos foram infectados por via intravenosa com 1 X 10° leveduras da cepa 18 de P. brasiliensis. Aos 21
dias de infec¢@o foram submetidos a tratamento com IFA (controle), CFA e CFA + FBP. Apés 30 dias, os
animais foram mortos, tendo seus figados retirados, pesados e homogeneizados em PBS. Apds a
homogeneizacdo, a suspensao foi centrifugada e o sobrenadante colhido para dosagem das citocinas pelo método
de ELISA. As barras representam as médias = SEM das concentracdes de citocinas de trés animais em duplicata.

* p < 0,05 em relag@o ao animal controle. nd — ndo detectdvel.

2.3. Analise do baco dos animais infectados por P. brasiliensis
Também determinamos a quantidade de fungos no baco dos animais infectados e
tratados sob os tré€s diferentes regimes (Figura 17), e novamente, o grupo controle e o grupo

CFA + FBP ndo foram capazes de controlar a proliferacdo do fungo no orgdo. Observamos
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nestes dois grupos grande quantidade de fungos recuperados. Ndo foram detectadas fungos

nos bagos dos animais do grupo CFA.

Observando a andlise histolégica do baco dos diversos grupos (Figura 18),
evidenciamos a presenga de granulomas nos grupos controle e CFA + FBP, mas ndo no grupo
CFA, condizente com os achados do figado.

A produgdo das citocinas IL-4, IL-10, IL-12, IFN-y, TNF-a ¢ TGF-f também foi
avaliada (Figura 19), ndo sendo possivel detectar diferencas significativas para a maior parte
das citocinas, excec¢do feita ao maior quantidade de IL-10 nos animais tratados com CFA e de

TGF-B nos animais tratados com CFA + FBP. Esses achados sdo dificeis de serem analisados,

por se tratar da producdo de citocinas no bago.
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Figura 17. Quantificacdo de CFU no baco de animais infectados.

Camundongos foram infectados com 1 X 10° leveduras da cepa 18 de P. brasiliensis. Aos 21 dias de infec¢do
foram submetidos a tratamento com IFA (controle), CFA e CFA + FBP. Ap6s 30 dias do tratamento, os animais
foram mortos e fragmentos do bagco foram pesados, fracionados e o nimero de CFU analisado. A linha
horizontal representa o nimero de CFU dos animais no dia do inicio do tratamento (21 dias de infec¢do). As

barras representam as médias + SEM das CFU. nd — ndo detectavel.
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Figura 18. Analise histolégica das seccoes de baco de camundongos infectados por P. brasiliensis, 30 dias
apos o tratamento.

Camundongos foram infectados por via intravenosa com 1 X 10° leveduras da cepa 18 de P. brasiliensis. Aos 21
dias de infec¢do foram submetidos a tratamento com IFA (controle), CFA e CFA + FBP. Apds 30 dias,
fragmentos do baco foram colhidos e processados para andlise histolégica. Observa-se a presenca de granulomas
com leveduras vidveis em seu interior nos animais tratados com IFA (A, D e G) e CFA + FBP (C, F e I).
Auséncia de granulomas nos tratados com CFA (B, E e H).Barras = 0,2 mm.
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Figura 19. Deteccio de citocinas no baco de camundongos infectados por P. brasiliensis, 30 dias apos o

tratamento.

Camundongos foram infectados por via intravenosa com 1 x 10° leveduras da cepa 18 de P. brasiliensis. Aos 21
dias de infec¢@o foram submetidos a tratamento com IFA (controle), CFA e CFA + FBP. Apés 30 dias, os
animais foram mortos, tendo seus bagos retirados, pesados e homogeneizados em PBS. Apds a homogeneizacao,
a suspensdo foi centrifugada e o sobrenadante colhido para dosagem das citocinas pelo método de ELISA. As
barras representam a médias + SEM das concentracdes de citocinas de trés animais em duplicata. * p < 0,05 em

relacdo ao animal controle.

2.4. Sorologia dos animais infectados por P. brasiliensis

Os niveis de anticorpos especificos contra P. brasiliensis foram dosados no soro dos
animais (Figura 20) e comparados com animais ndo infectados. Analisamos os subtipos das
imunoglobulinas (IgG1 e [gG2a) para avaliar, indiretamente, o padréo de resposta de citocinas

(Th1 ou Th2) desenvolvida por cada grupo. A razdo IgG2a/IgG1l demonstra um perfil com
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tendéncia ao padrdo de resposta Th2 em todos os grupos. Um dado interessante obtido desses
experimentos foi a quantidade pequena de IgA no grupo CFA, quando comparada aos dois
outros grupos. Em termos de anticorpos IgM, ndo houve diferenca estatistica entre o trés
grupos. A dosagem de antigenos circulantes do fungo (Figura 21) mostrou que nos animais do
grupo CFA, que pelos pardmetros anteriores estavam controlando a infec¢do, havia uma
concentragdo alta de antigenos séricos, contrastando com a insignificante concentracido de

antigenos séricos dos outros grupos que apresentavam alta carga fingica.
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Figura 20. Deteccio de IgG1, IgG2a, IgM e IgA especificas ao antigeno de P. brasiliensis em amostras de
soro e sobrenadante de pulmao de animais infectados. Camundongos foram infectados por via intravenosa
com 1 x 10° leveduras da cepa 18 de P. brasiliensis. Aos 21 dias de infec¢@o foram submetidos a tratamento com
IFA (controle), CFA e CFA + FBP. Ap6s 30 dias, o soro destes animais foi colhido e dosado para
imunoglobulinas especificas ao fungo. Soros de animais ndo infectados foram usados para obter um cufoff para a
dosagem de imunoglobulinas. As barras representam as médias + SEM dos soros provenientes de trés animais

por grupo e representam 2 experimentos. * p < 0,05 em relacio ao animal controle.
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Figura 21. Deteccao de antigeno circulante de P. brasiliensis em amostras de soro de animais infectados.

Camundongos foram infectados por via intravenosa com 1 x 10° leveduras da cepa 18 de P. brasiliensis. Aos 21
dias de infeccdo foram submetidos a tratamento com IFA (controle), CFA e CFA + FBP. Apés 30 dias, o soro
destes animais foi colhido e dosado para antigenos circulantes do fungo. Soros de animais ndo infectados foram
usados como background para a dosagem. As barras representam as médias + SEM dos soros provenientes de

trés animais por grupo e representam 2 experimentos. * p < 0,05 em relacdo ao animal controle.
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3. FBP induz padrao de resposta Th2 in vitro

De modo a explicar o efeito de FBP na PCM experimental, avaliamos a proliferacdo
celular de células do sistema imunitério e produgdo de citocinas induzidas por FBP.

Primeiramente avaliamos a capacidade de FBP em induzir proliferacdo em cultura de
células esplénicas (Figura 22). Células esplénicas foram cultivadas por até 96h em presenca
de concentragdes crescentes de FBP ou apenas meio. Observamos a inducdo de proliferacio

por FBP de maneira tempo e dose dependente.
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Figura 22. Resposta proliferativa a FBP em cultura de células esplénicas.
Células esplénicas (1 X 10% foram cultivadas com doses crescentes de FBP durante até 96h e a resposta
proliferativa foi avaliada pela metodologia de reducdo de MTT. Cada ponto representa a média + SEM de trés

animais e é representativo de 3 experimentos independentes.

Em vista dos resultados de proliferagdo fomos investigar se FBP estava induzindo a
producdo de citocinas. Para tanto, células esplénicas foram cultivadas por 48h em presenca de
Sug/mL de FBP, e os sobrenadantes dessas culturas foram ensaiados por ELISA para a
detecgdo de IL-2, IL-4, IL-10, IL-12, IFN-y, TNF-a ¢ TGF-$ (Figura 23). Observamos que

FBP induziu apenas a producdo de IL-2, IL-4 e IL-10, sendo as demais citocinas ndo. Esse
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perfil de citocinas é condizente com um perfil Th2, também associado com a inducdo de

células reguladoras.
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Figura 23. Producio de citocinas frente a estimulo com FBP em cultura de células esplénicas.
Células esplénicas (1 x 10% foram cultivadas com Sug/mL de FBP durante 48h e a producgdo de citocinas foi
avaliada pelo método de ELISA. Cada ponto representa a média + SEM de trés animais e € representativo de 2

experimentos independentes. nd — ndo detectdvel.

Essa nova hipdtese nos impeliu a analisar que tipo celular estava proliferando frente a
esse microambiente induzido por FBP, com presenca de IL-2, [L-4 e IL-10. Realizamos entdo,
novamente, o ensaio de proliferacdo de células esplénicas, sé que desta vez as células foram
marcadas com CFSE, e cultivadas por 48h em presenca de Spug/mL de FBP, 2ug/mL de ConA
(controle positivo) ou apenas meio (controle negativo). Apds as 48h as células esplénicas
foram marcadas com anticorpos anti-CD4 PE, anti-CD8 PE ou anti-CD19 PE, para identificar
a populagio de linfécitos T CD4*, T CD8" e B, respectivamente. Analisando os resultados
obtidos no FACS (Figura 24), observamos que células T CD4" ndo proliferam frente ao
estimulo de FBP, se comportando de modo muito semelhante ao controle sem estimulo (meio

—2,4%) e, conseqiientemente, com proliferacdo bem menor do que o controle positivo (ConA
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— 34,4%). Na populagdo de células T CD8" houve uma proliferagdo de 7,4 + 1,5%, que foi
maior que a do meio (1,8%), porém bem inferior a observada para ConA (36,8%). As células
B estimuladas com FBP proliferaram em indices similares aos das estimuladas com ConA, 30

e 31,5%, respectivamente, o que foi muito superior ao das estimuladas sem estimulo (meio),

2,4%.
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Figura 24. Resposta proliferativa a FBP em cultura de células esplénicas.

Células esplénicas (5 x 10°) foram marcadas com CFSE e cultivadas por 48h em presenca de meio, 2ug/mL,
ConA ou 5ug/mL de FBP. Apés o estimulo, as células esplénicas foram marcadas com anticorpos anti-CD4,
anti-CD8 ou anti-CD19 de modo a identificar a popula¢do que prolifera diante do estimulo com FBP. Cada

ponto representa a média + SEM de 3 animais em triplicata.
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Esses resultados in vitro poderiam explicar parcialmente o que poderia estar ocorrendo
na PCM experimental, uma vez que a indu¢do de uma resposta Th2 por FBP poderia estar se
contrapondo ao efeito Thl induzido por CFA, e o aumento de células B poderia influenciar na
apresentacdo de antigenos e na producdo de anticorpos, estes seriam capazes de estimular a
alta producdo de TGF-B pelo pulmao. Restava saber se FBP realmente teria esses efeitos in
vivo. Para tanto, retomamos os ensaios in vivo avaliando dessa vez os efeitos de CFA e FBP

isoladamente.
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4. Determinacao dos fatores que induzem imunossupressao por FBP in vivo

Visando o melhor entendimento dos efeitos de CFA e FBP in vivo, realizamos uma
série de experimentos. Dividimos animais em trés grupos a saber: o grupo controle injetado
por via subcutdnea com uma dose dnica de salina emulsificada com adjuvante incompleto de
Freund (controle - IFA), o grupo CFA administrado por via subcutidnea com uma dose tnica
de salina emulsificada com adjuvante completo de Freund (CFA) e o grupo FBP administrado
por via subcutinea com uma dose tnica de 251g de FBP emulsificada com IFA. Em uma
primeira etapa fomos avaliar os efeitos de CFA e FBP sobre os animais do ponto de vista
hematolégico, para tanto acompanhamos o hemograma dos animais por um periodo de 21
dias. Como mostrado na Figura 25, observamos que os grupos CFA e FBP apresentaram um
pico de linfocitose no sétimo dia, retornando homeostaticamente a seus niveis normais. Em
relacdo a FBP, observamos que a linfocitose ndo era devido ao adjuvante, uma vez que IFA

isoladamente (IFA em salina) nio induziu linfocitose no sétimo dia.
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Figura 25. Resposta proliferativa de leucdcitos circulantes frente a estimulo com CFA ou FBP.
Camundongos foram submetidos a tratamento com IFA (controle), CFA e FBP (em IFA) por via subcutinea.

Nos dias 0, 7, 14, e 21 o sangue destes animais foi colhido e realizado hemograma completo. Podemos observar

uma discreta linfocitose aos sete dias de tratamento com CFA e FBP. * p < 0,05 em relacio ao animal controle.
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Escolhemos entdo o sétimo dia apds a administracdo dos estimulos como tempo ideal
para avaliacdo da populagdo residente do bagco desses animais. Primeiramente avaliamos a
composicdo celular, quanto ao nimero de linfécitos totais, e suas subpopulacdes T CD4*, T
CD8" e B (Figura 26). Nio houve diferenca estatisticamente significativa entre essas células

no bago nos trés grupos de animais avaliados.
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Figura 26. Quantificacio de células no baco de animais estimulados com CFA ou FBP.

Camundongos foram submetidos a tratamento com IFA (controle), CFA ou FBP (em IFA) por via subcutanea.
Apds sete dias, os animais foram mortos, tendo seus bagos retirados. As células esplénicas foram marcadas com
anticorpos anti-CD4, anti-CD8 ou anti-CD19 de modo a identificar a populacdo residente no bago. Cada barra

representa a média + SEM de trés animais em duplicata.

Essas populagdes foram devidamente marcadas e analisadas quanto a presenca de
moléculas co-estimulatérias (CD28) (Figura 27), marcadores de ativagdo (CD25) e regulacio

(Foxp3) (Figura 28). Nao observamos alteracdes significativas entre as populacdes celulares
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esplénicas dos animais dos trés grupos. Quanto as células CD8", também avaliamos a
presenca dos marcadores CD28 (Figura 29), observando um aumento significativo de células
CD8"CD28" nos animais do grupo CFA, indicando uma populacdo de células mais ativadas.
Nao foram observado aumento dessas células nos outros dois grupos. Quando analisadas as
células CD8" quanto a presenga de CD25 e Foxp3™ (Figura 30), observamos um aumento
significativo de células T CD8"CD25 Foxp3* nos animais tratados com FBP e CFA em

relacdo ao controle, indicando que FBP induz células T com perfil regulatorio.
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Figura 27. Expressio de CD28" em células T CD4" de animais estimulados com CFA ou FBP.
Camundongos foram submetidos a tratamento com IFA (controle), CFA ou FBP por via subcutdnea. Apds 7
dias, as células esplénicas destes animais foram marcadas com anticorpos anti-CD4 FITC e anti-CD28 PE e
analisadas quanto a presenca desses marcadores. Experimento realizado com 3 animais por grupo, dados

representativos de um tnico animal.
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Figura 28. Expressio de Foxp3" em células T CD4°CD25" em animais estimulados com CFA ou FBP.

Camundongos foram submetidos a tratamento com IFA (controle), CFA ou FBP (+ IFA) por via subcutanea.
Ap6s sete dias, as células esplénicas destes animais foram marcadas com anticorpos anti-CD4 FITC, anti-CD25
PE e anti-Foxp3 PE-Cy5 e analisadas quanto a presenga desses marcadores. Experimento realizado com trés

animais por grupo, sendo os dados representativos de um tnico animal.
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Figura 29. Expressio de CD28" em células T CD8* de animais estimulados com CFA ou FBP.

Camundongos foram submetidos a tratamento com IFA (controle), CFA ou FBP (+ IFA) por via subcutinea.
Apds sete dias, as células esplénicas destes animais foram marcadas com anticorpos anti-CD8 FITC e anti-CD28
PE e analisadas quanto a presenca desses marcadores. Experimento realizado com trés animais por grupo, dados

representativos de um tnico animal.
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Figura 30. Expressio de Foxp3* em células T CD8"CD25" em animais estimulados com CFA ou FBP.

Camundongos foram submetidos a tratamento com IFA (controle), CFA ou FBP (+ IFA) por via subcutinea.

Apbs sete dias, as células esplénicas destes animais foram marcadas com anticorpos anti-CD8 FITC, anti-CD25

PE e anti-Foxp3 PE-Cy5 e analisadas quanto a presenca desses marcadores. Experimento realizado com trés

animais por grupo, dados representativos de um unico animal.
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Os achados referentes a expressio de moléculas co-estimulatérias, marcadores de
ativacdo e regulacdo em linfécitos T foram sumarizados (Figura 31) para facilitar a
visualiza¢io e comparacdo entre os grupos. Em relagdo as células T CD8'CD25 Foxp3™,
apesar de ndo haver diferenca estatisticamente significativa entre o grupo FBP e o controle,
nota-se uma clara tendéncia de aumento dessas células regulatérias nos animais imunizados

com FBP.

a
T

159 *

2

104

TcD4*cD28* (%)
o

T cD8*CD28* (%)

CA1C 101 " e .

Controle  CFA FBP Controle  GFA FBP

=]

60+ 601
50- T T 50-
40

30-
20

304
20
104

T CD4*CD25* (%)
T cD8*CD25* (%)

1]
Controle  CFA FBP Controle  CFA FBP

-
i
=&
w
1

-
T
-
=
I

o
1
L]
1

T CD4*CD25*Foxp3* (%)
T CD8*CD25*Foxp3* (%)

=

<

Controle  CFA FBP Controle  CFA FBP

Figura 31. Expressdao de moléculas co-estimulatorias, marcadores de ativacio e regulacio em linfocitos T
de animais estimulados com CFA ou FBP.

Camundongos foram submetidos a tratamento com IFA (controle), CFA ou FBP (+ IFA) por via subcutanea.
Ap6s sete dias, as células esplénicas destes animais foram marcadas com anticorpos anti-CD4 ou anti-CD8
FITC, anti-CD28 ou anti-CD25 PE e anti-Foxp3 PE-Cy5 e analisadas quanto a presenca desses marcadores.
Observa-se um aumento de moléculas co-estimulatérias em células T CD8" tratadas com CFA, e uma tendéncia
de crescimento na populagio de células T CD8" de fenétipo regulador, quando tratadas com FBP. * p < 0,05 em

relacdo ao animal controle.
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DISCUSSAO

Nesse estudo, demonstramos que Paracoccidioides brasiliensis apresenta um grupo de
proteinas que tem por peculiaridade a afinidade com fetuina (FBP) e capacidade de
reconhecer elementos da matriz celular pulmonar. A fim de se usar FBP como terapia para
PCM, tratamos animais infectados cronicamente com a cepa 18 de P. brasiliensis com FBP
ou salina emulsificada em CFA, um potente indutor de resposta Thl. A simples administracio
de um imunoestimulador de padrdo Thl (CFA) foi eficaz em restaurar a capacidade de
resposta do hospedeiro, abolindo o estado de anergia que se encontrava, sendo assim capaz de
controlar a disseminagdo e proliferacdo do fungo, levando a quadro de redugdo da carga
fingica de mais de 99% no pulmdo, figado e bago desses animais. Por outro lado, o
tratamento dos animais infectados com FBP + CFA, nio resultou em melhora no quadro dos
animais. Estes apesar de apresentarem granulomas compactos e bem estruturados, ndo eram
capazes de eliminar o fungo, ou seja, FBP reverteu o beneficio evidente do tratamento com
CFA, tantos em termos de patologia quanto aos parametros de resposta imunoldgica.

A intencdo de se estudar proteinas ligantes de fetuina de P. brasiliensis foi motivada
inicialmente pelo fato dessas moléculas apresentarem N- e O-glicosilagéo e alto contetdo de
acido sidlico (BAENZIGER e FIETE, 1979; NILSSON et al., 1979; EDGE e SPIRO, 1987;
GREENE et al., 1988), o que poderia de alguma forma se correlacionar com a glicosilagdo de
proteinas de matriz extracelular, como a laminina (KNIBBS ef al., 1989). Os elementos de
matriz sdo conhecidos por serem elementos importantes no reconhecimento, adesdo e invasio
de diversos patogenos (VIMR e LICHTENSTEIGER, 2002; VONLAUEFEN et al., 2007).
Embora tenhamos conseguido isolar proteinas de P. brasiliensis por afinidade a fetuina, essas
ndo aglutinavam eritrécitos, ndo eram desadsorvidas da coluna de fetuina com nenhum dos

diversos agucares testados, nem tinham atividade enzimdtica. No entanto, apresentaram
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interacdo com proteinas de matriz extracelular do pulmao, o que sugere que a interacdo era do
tipo proteina-proteina. Além disso, sabemos que esses tipos de interacdes proteina-proteina,
como a da integrina que liga matriz extracelular, podem ser dependente de cations divalentes,
como o Ca** (ALTIERI, 1991). O fato da liga¢do de FPB ser inibida por EDTA (quelantes de
citions divalentes), mas nido por EGTA (quelantes de Ca™), indicou-nos que FBP dependem
de cétions divalentes para interacdo, apesar de Ca** ndo ser essencial para a ligagdo. Nao foi
possivel identificar qual era esse fon, uma vez que a suplementagdo com sais para restabelecer
a atividade das proteinas levava a precipitacdo destas. Esse padrao de agregacdo sugere que as
proteinas de FBP possam ser altamente hidrofébicas, desde que proteinas deste tipo tendem a
precipitar frente a adicdo de fons que modificam as tensdes (molaridade) da solucgdo
(LIENQUEQO et al., 2006).

A PCM ¢ doenca cronica e as interagdes entre o fungo e o hospedeiro determinam
eventos imunopatolégicos que sdo importantes para o controle da disseminagdo flingica. A
doenca € caracterizada pela presenca de lesdes granulomatosas e a persisténcia do fungo no
tecido do hospedeiro em focos quiescentes (BRUMMER et al., 1993). Os granulomas
maduros sdo compostos por macrofagos, células epitelidides e células gigantes circundados
por linfécitos T CD4" e CD8" e linfécitos B (BRUMMER et al., 1993; BORGES-
WALMSLEY et al., 2002). A persisténcia dos fungos e manutencio da inflamago cronica
sdo caracteristicos. Podemos estabelecer uma correlagdo entre a imunidade celular, as
alteracdes histopatologicas e a gravidade da doenga (PERACOLI et al., 1982). Embora exista
heterogenidade de apresentacdo da PCM, formas mais ou menos graves, ela é sempre
correlacionada com a intensidade da depressdo da resposta imune do hospedeiro (MOTA et
al., 1985). Tendo como base a ligacdo de FBP a matriz extracelular de pulmio, tornou-se
razodvel supor que essa proteina poderia interagir in vivo com proteinas dessa matriz e ser

importante para instalacdo do fungo. Isso nos levou a hipétese de que a inducdo de uma
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resposta imunitéria do tipo Thl, que é protetora na PCM (CLEMONS et al., 2000), dirigida
contra essa proteina pudesse ser usada para tratar animais com PCM. Se por um lado, uma
unica injecdo de CFA eliminou os fungos dos animais infectados, deixando os pulmdes morfo
e histologicamente similares a camundongos sem infeccdo, de maneira inesperada,
observamos que FBP emulsificada em CFA revertia o efeito benéfico de CFA nos animais.
Em um dos tnicos trabalhos em que CFA foi administrado ap6s a infec¢@o, para aumentar a
resposta a um peptideo de gp43 (p10) num processo de imunizagdo combinado com terapia
com drogas, MARQUES e cols.(2006) mostram que esse peptideo tem efeito benéfico na
reducdo de fungos, podendo diminuir o tempo de terapia com drogas do grupo tratado.
Entretanto, quando esses autores injetaram CFA sozinho mostraram que o nimero de CFU no
pulmdo desses animais era alto e similar ao dos animais nfo imunizados, dados esses
discordantes dos achados de nosso trabalho. Tal diferenca de resultados pode ser devida ao
processo de imunizacdo, que nosso caso foi uma tnica dose de CFA 20 dias ap6s a infecgéo,
enquanto que Marques et al. administraram uma dose inicial de CFA e trés de IFA
semanalmente.

Para avaliar o quadro clinico desses animais, fizemos a andlise histopatoldgica dos
pulmdes, figado e baco dos animais dos trés grupos. Nos animais do grupo injetado com CFA
+ FBP, apesar de serem observados granulomas compactos e bem estruturados, esses nao
eram capazes de eliminar o fungo. Esses animais apresentavam uma dicotomia, tinham uma
lesdo pulmonar menor, com pequeno infiltrado inflamatério se comparados ao controle, mas
continham uma quantidade maior de fungos em seus granulomas. Esse quadro foi diferente
dos outros dois grupos, uma vez que os animais tratados com CFA resolveram a infecgéo e
tinham 6rgdos sem lesdo aparente, enquanto os animais controles, além de terem grande

quantidade de CFU, apresentavam grande comprometimento do parénquima pulmonar. Nos
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animais tratados com FBP, a resposta imune parecia estar sendo eficiente em conter os fungos
e isola-los do hospedeiro, porém ndo conseguia destrui-lo.

O fato de n@o encontramos relatos similares na literatura do quadro aqui relatado, nos
levou a investigar o porque desse fendomeno e o papel da FBP nessa aparente supressdo dos
animais tratados com CFA + FBP. Observamos que FBP possuia a capacidade de induzir a
proliferacdo de linfocitos B, com a producgdo de citocinas IL-2, IL-4 e IL-10, caracteristicas de
um padrio Th2 (MOSMANN e COFFMAN, 1989; MOSMANN, 2000). Em um primeiro
momento isso ndo nos chamou a atencdo por parecer normal e até um pouco 6bvio. Com base
nesses resultados, aventamos a hipétese de que FBP estaria favorecendo a apresentacdo
preferencialmente por células B, o que estimularia a producdo de um padrdo de resposta Th2
por linfécitos T CD4", se contrapondo ao efeito de CFA.

O padrao de resposta Th2 ndo é condizente com os achados histologicos que
obtivemos nos animais tratados com FBP, pois apesar do expressivo nimero de fungos nos
pulmdes, figado e baco desses animais, 0 comprometimento desses 6rgaos foi muito menor do
que no controle. Passamos a investigar o papel tanto de CFA quanto de FBP sobre os animais,
separando o efeito de cada um deles. Os resultados obtidos de animais ndo infectados tratados
com CFA demonstraram que ha um aumento na populago de linfécitos T CD8 ativados, fato
esse que explicaria a eliminacgéo tio eficiente dos fungos nos animais tratados com CFA, uma
vez que os linfécitos T CD8" sdo importantes na elimina¢do de fungos em infec¢des, como
por exemplo em candidiase (GHALEB et al., 2003), criptococose (LINDELL et al., 2005).
Mais recentemente foi demonstrado por (PEREIRA, 2006)Pereira (2006) que animais que
destituidos de linfécitos T CD8", quando infectados com a cepa 18 de P. brasiliensis eram
incapazes de eliminar o fungo. Além disso, CFA é um reconhecido como um potente indutor
de resposta Th1, por ativar as células através da estimulagdo de diversos receptores, como 0s

do tipo Toll 2, 4, 7 e 9, dentre outros. Ja os resultados obtidos com animais tratados com FBP,
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demonstraram um aumento na populac¢do de linfécitos T CD8"CD25"Foxp3* (T CD8'reg).
Essa populagdo é caracterizada por suprimir a resposta citotoxica de linfécitos T CD8"
ativados, e é induzida por IL-2 e IL-15 (AHMADZADEH et al., 2007) e por linfécitos B
reguladores (Breg) (MIZOGUCHI e BHAN, 2006). Os linfocitos Breg poderiam também
estar envolvidos, desde que se desenvolvem em ambientes pré-inflamatorios, sdo produtores
de IL-10 e tém a capacidade tanto de inibir a resposta inflamatéria quanto de induzir
tolerancia. A IL-10 produzida pelas células Breg € capaz de suprimir a resposta imunitdria por
regular o balanco Th1/Th2, h4 relatos de que a presenca desses linfocitos Breg é capaz de
reverter o quadro da encefalomielite auto-imune experimental (FILLATREAU et al., 2002).
A associag@o entre o quadro histopatolégico encontrado nos animais tratados com FBP e a
diminui¢do de células CD8" sdo corroborados pelo trabalho de Pereira (2006), que ao infectar
animais deficientes de CD8" encontrarou granulomas bem formados, porém repletos de
fungos.

A partir desses resultados estabelecemos a hipdtese de que FBP € capaz de induzir
uma populacdo de linfécitos T CD8'reg, talvez através de linfocitos B, que em um ambiente
pré-inflamatdrio, como o gerado por CFA, podem se diferenciar em linfécitos Breg. Essas
células poderiam ser responsdveis por inibir a populacio de células ativadas por CFA,
caracterizando toda a resposta observada nos animais tratados com CFA + FBP. Essa rede de
inter-relacdo celular poderia estar influenciando na PCM. Essa hipétese é condizente e se
correlaciona com achados histopatolégicos e de citocinas nos 6rgdos. Os macrofagos de
animais susceptiveis secretam altos niveis de TGF-f e baixos niveis de TNF-q,, verificando-se
ainda, producdes baixas de IFN-y e altas de IL-5 e IL-10. J4 nos camundongos resistentes,
constatou-se perfil oposto de secrecdo de citocinas acompanhado das produgdes precoce de

IFN-y e IL-2, e tardia de IL-4 e IL-5 (CANO et al., 1998; SOUTO et al., 2000; CALVI et al.,

2003a). Nos animais tratados com FBP, os altos niveis de TGF-3 e a presenca de linfécitos T
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CD4" seriam capazes de conter o fungo em granulomas bem estruturados, a supressio da
atividade citotoxica de linfécitos T CD8" seria responsével pela alta quantidade de fungos
vidveis no interior dos granulomas e a manutencdo do estado de anergia poderia ser dada
pelos linfécitos T CD8'reg, bem como Breg, através da produgéo de IL-10.

Esses eventos encontram embasamento na literatura, que relata que na tuberculose a
auséncia de linfécitos B causa doenca menos grave, e impede a disseminacdo do
Mycobacterium tuberculosis, e o aumento de células B causa forma mais grave da doenca
(BOSIO et al., 2000). Na PCM. altos niveis de anticorpos circulantes estdo relacionados com
uma maior gravidade da doenca (BIAGIONI et al., 1984), e camundongos deficientes de
linfocitos T CD8" sdo incapazes de matar o fungo (PEREIRA, 2006)

Tomando como base o conjunto de informagdes encontrado neste trabalho, aventamos
a hipdtese que a administragdo de CFA + FBP estaria induzindo o aparecimento de linfocitos
T CD8'reg, possivelmente através de células Breg, ja que essas células aparecem em
condi¢cdes inflamatdrias, e produzem altos niveis de IL-10, alterando o balanco Th1/Th2.
Além disso, células B poderiam estar agindo como células apresentadoras de antigeno,
desfavorecendo a induc¢do de um padrao Thl induzido por CFA. A populacdo de linfécitos T
CD8reg seria responsavel por suprimir a a¢io de linfécitos T CD8" ativados, o que permitiria
a persisténcia de fungos vidveis no interior dos granulomas. A alta producdo de anticorpos
pelas células B também estimularia o epitélio pulmonar a secretar grandes quantidades de
TGF-B, o que aumentaria a supressio no 6rgao.

As proteinas de P. brasiliensis descritas nesse estudo se comportam como indutores de
imunossupressdo, comprometendo a imunidade protetora contra o fungo. O conjunto de
resultados apresentados indica que FBP possa desempenhar papel importante no processo
infeccioso por P. brasiliensis, e abre perspectivas de que uma intervencao nesse processo

supressivo leve a um efeito benéfico na gravidade da PCM.
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CONCLUSOES

e FBP foi caracterizada como uma proteina desprovida de atividade enzimdtica e
lectinica, tendo sua associagdo a fetuina dependente de cations divalentes.

e FBP foi capaz de se ligar a matriz extracelular de pulmao de camundongo, sugerindo
ser importante no processo infeccioso.

¢ FBP desempenha um papel importante na imunossupressdo caracteristica da PCM

e CFA, um forte indutor de resposta Thl, foi eficaz em aumentar a protecio dos animais
infectados por Paracoccidioides brasiliensis, melhorando o curso da PCM

experimental.

O conjunto de resultados apresentados abre perspectivas para elaboracdo de novos modelos de

intervengdo na PCM.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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