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Resumo

Paracoccidioidomicose (PCM) €& uma doenga granulomatosa sistémica
causada pelo fungo dimoérfico térmico Paracoccidioides brasiliensis. O principal
antigeno desse fungo é uma glicoproteina de 43-KDa. Gp43 possui diferentes
funcdes: participa do mecanismo de evas&o durante a instalagdo da infecgao
primaria e estimula formagcdo de granuloma in vitro, apresentando epitopos
reconhecidos por células T que induzem resposta protetora contra o P.
brasiliensis. Aqui, investigamos quais epitopos da gp43 poderiam diminuir a
funcdo fagocitica de macréfagos e a reacao inflamatéria correspondente.
Diferentes peptideos da gp43 foram adicionados a culturas de macréfagos
derivados de medula dssea. Posteriormente, foram desafiados com zymosan e os
indices fagociticos foram determinados. A expressao dos peptideos na superficie
da molécula foi determinada por analises graficas usando o modulo Protean;
DNAstar Inc. Dois peptideos que diminuiram indices fagociticos e estavam
expressos na superficie da gp43, P4 e P23, foram selecionados para ensaios
posteriores. Mostramos que ambos, P4 e P23 inibiram a liberacao de NO por
macrofagos estimulados com zymosan enquanto aumentaram liberagao de H,O,.
A liberacdo de TNF-a no sobrenadante de cultura de testes fagociticos in vitro
também foi inibida na presenca dos peptideos. Ensaios in vivo com
Mycobacterium bovis - bacillus Calmette-Guérin (BCG) demonstraram que estes
peptideos também apresentaram propriedades antiinflamatérias nao-especificas a

PCM.

XiX
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1. Introducao

1.1. Paracoccidioides brasiliensis e paracoccidioidomicose

1.1.1. Aspectos gerais

A Paracoccidioidomicose (PCM) manifesta-se como uma micose profunda
e sistémica, de carater granulomatoso, que compromete especialmente os tecidos
pulmonares e mucocutaneo, o sistema linfatico e por extensdo qualquer outro
orgao, podendo levar o paciente ao 6bito (Brummer et al., 1993). Paracoccidioides
brasiliensis é um fungo dimoérfico responsavel pela paracoccidioidomicose (PCM),
a qual causa no homem uma micose sistémica que pode ser letal se ndo tratada.

A PCM encontra-se geograficamente limitada aos paises da Ameérica
Latina, sendo prevalente no Brasil, Argentina, Venezuela e Colédmbia, onde é
endémica em areas rurais. No Brasil, as areas de maior incidéncia séo as regides
Sudeste e Sul. Os estados que apresentam maior frequiéncia de diagnosticos de
PCM sé&o Parana, Sao Paulo, Minas Gerais e Rio Grande do Sul (Coutinho et al.,
2002). Estima-se que a incidéncia anual da doenga ativa seja de 1 a 3 individuos
por 100.000 habitantes em areas endémicas (San-Blas et al., 2002).

Os casos de PCM diagnosticados em locais ndo endémicos, como Estados
Unidos, Europa, Africa e Asia, sugerem que os pacientes foram supostamente
infectados durante o periodo que residiram ou trabalharam em paises endémicos,
ja que em alguma época das suas vidas estiveram nesses paises (Lacaz et al.,

1994).
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O habitat natural do fungo ainda nao esta bem definido, mas a partir das
caracteristicas do meio ecolégico onde estdo as areas endémicas, associados a
dados laboratoriais, acredita-se que o local seja umido, com temperatura variando
de 18 a 24°C e com altos indices pluviométricos variantes de 800 a 2000 mm por
ano, altitude média 47 — 1300 m, predominio de florestas e arvores nativas,

invernos curtos e verdes ensolarados (Bagagli et al., 1998).

1.2. Infecgao e relagao parasita-hospedeiro

A infeccao pelo P. brasiliensis ocorre por inalacdo de conideos. A
instalagdo da doenga depende tanto da viruléncia do agente infeccioso como da
resposta imunoldgica do individuo. Para o desenvolvimento da doencga, é
imprescindivel que os conideos alojados nos alvéolos pulmonares passem a fase
leveduriforme. A mudanga da fase infectante para a patogénica depende do
aumento de temperatura (Lacaz et al., 1994). Apds instalagdo do fungo no
pulm&o, ocorre a formagao de lesbes que podem regredir com destruicdo do
fungo, regredir com fungo latente ou quiescente que pode voltar a se desenvolver
posteriormente ou progredir imediatamente com o desenvolvimento dos sinais e
sintomas da PCM.

A doenga ativa tem carater granulomatoso e manifesta-se nas formas
aguda (juvenil ou linfatica) ou crénica (adulta ou pulmonar). Ambas as formas
estdo associadas com extensas sequelas mediadas por infecgdes sistémicas,
incluindo lesdes e depressao da resposta imune celular (Franco, 1987; Brummer
et al., 1993). O tipo juvenil € mais grave e de pior prognostico (Londero & Melo,

1983). Nesta forma da doenca o fungo progride rapidamente através do sistema
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reticulo-endotelial de adultos jovens e criangcas de ambos os sexos, sendo
responsavel por cerca de 3 a 5 % dos casos de PCM descritos. A forma aguda é
marcada pelo envolvimento do sistema fagocitico mononuclear, com resposta
imune celular deprimida e aumento da resposta especifica de anticorpos (Benard
et al., 1996; Benard et al., 1997; Franco, 1987; Mota et al., 1985). Estudos
histopatolégicos de pacientes com a forma aguda da doenga mostraram a
presenca de processo inflamatério inespecifico, com granulomas frouxos, pouco
organizados, contendo numerosos fungos viaveis em seu interior (Franco, 1987).
A forma cronica € a mais comum, acomete mais de 90% de todos os casos e
prevalece em homens de 30 — 60 anos. Esta forma da doenga tem progressao
lenta, geralmente apds longo periodo de laténcia de focos quiescentes. Acomete
principalmente os pulmdes, mas pode ser multifocal, disseminando-se para
qualquer 6rgao, especialmente para tecidos mucocutdneos. Nos tecidos de
pacientes infectados observa-se a formagdo de granulomas epitelidides
compactos contendo poucos fungos viaveis em seu interior (Franco,1987;
Londero & Melo, 1980). A disseminagado ocorre pela via hematogénica e/ou

linfatica.

Apesar da PCM-infecgao ocorrer igualmente entre os sexos, a doenga ativa
€ detectada com frequéncia 13 vezes superior no sexo masculino (Brummer et al.,
1993). Esse fato tem sido relacionado a protegdo por horménios femininos, uma
vez que 17 B-estradiol, mas nao testosterona, inibe in vitro a transformacgao de
micélio em levedura (Aristizabal et al., 1998). O mecanismo envolvido nesse
processo inibitério seria o bloqueio da sintese de proteinas durante a
transformacao dimoérfica, tendo sido demonstrada presenca de receptores para

estrégeno no citoplasma do fungo (Loose et al., 1983; Restrepo et al., 1984;
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Stover et al., 1986; Salazar et al., 1988; Clemons et al., 1989). Em experimentos
in vivo realizados com camundongos fémeos n&o se observou no fluido de lavado
bronco-alveolar a transicdo de conideos em leveduras, resultado diferente do
obtido em camundongos machos (Aristizabal et al., 1998).

Além do sexo, outras caracteristicas do individuo, como idade, estado
nutricional, patrimdénio genético e integridade da resposta imunoldgica (Franco,
1987) aliados aos diferentes graus de viruléncia fungica (Kashino et al., 1985) séao
importantes fatores para o estabelecimento do fungo e gravidade da doenca. As
diferencas de susceptibilidade a PCM foram parcialmente mimetizadas em
modelo experimental de camundongos geneticamente selecionados (Calich &
Kashino., 1998). Animais da linhagem A/Sn sao mais resistentes a infec¢ao
intraperitoneal e intratraqueal com o isolado Pb18 de P. brasiliensis, enquanto
camundongos B10.A sdo mais susceptiveis e Balb/C sao intermediarios (Calich et
al., 1985; Calich & Kashino, 1998; Cano et al., 1995). O padrdo de citocinas
secretadas por linfonodos totais (infec¢ao i.p.) ou pelos pulmdes (infecgéo i.t.) de
camundongos A/Sn infectados com Pb18 tem predominio de IL-2 e IFN-y (Th1)
nas fases iniciais, enquanto camundongos susceptiveis secretam
preferencialmente IL-4, IL-5 e IL-10 (Th2) (Calich & Kashino, 1998; Calich et al.,
1998).

A principal defesa do hospedeiro contra o P. brasiliensis é a resposta
mediada por células, evidenciada pela formacéo de granulomas. O granuloma
tipico observado na PCM é composto de células gigantes e epitelidides, podendo
ser observados polimorfonucleares (PMN) proximos aos fungos. Ao redor das
células epitelidides ha um halo de células mononucleares (Franco, 1987; Londero

et al., 1980). Os pacientes com formas menos graves da doenga apresentam
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resposta imune celular preservada, resultando na formagdo de granulomas
compactos, diretamente associados com a diminuicdo do numero de células
fungicas. Por outro lado, pacientes que apresentam a forma mais grave da
doencga frequentemente sdo observados granulomas frouxos e aumento das
células fungicas viaveis (Moscardi-Bacchi et al.,, 1994). Contudo o conceito,
origem e a fungdo biolégica da inflamagdo granulomatosa na
Paracoccidioidomicose ainda € muito controversa.

O desenvolvimento da PCM depende de interacbes entre componentes do
fungo e do hospedeiro. O fungo P. brasiliensis apresenta estrutura complexa de
proteinas, glicoproteinas, polissacarideos, lipideos e polipeptideos que reunem
condigdes fisico-quimicas e bioldgicas suficientes para atuarem como antigenos.
O principal componente antigénico descrito em P. brasiliensis é a gp43, uma
glicoproteina de 43 kDa reconhecida por anticorpos de todos os pacientes com a
doencga ativa (Puccia et al., 1986; Puccia & Travassos, 1991; Camargo et al.,
1994). Esta molécula é secretada continuamente por leveduras do P. brasiliensis
em crescimento exponencial; no entanto, a secrecdo diminui na fase estacionaria
(Stambuk et al., 1998; Camargo et al., 1989). A glicoproteina foi localizada no
citoplasma, na parede celular e em lamosomas de células leveduriformes e
micelianas de P. brasiliensis (Stratus et al., 1996). A gp43 possui uma unica
cadeia oligossacaridica high mannose N-ligada (Almeida et al., 1996; Cisalpino et
al., 1996), que permite sua ligagdo a receptores para manose de macréfagos
(Almeida et al., 1996) e auxilia na protecdo contra protedlise in vitro (Puccia &

Travassos 1991).
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A (glicoproteina de 43 kDa € uma molécula importante para imunidade
humoral, permitindo o diagnéstico sorolégico da PCM, como também para
imunidade celular, protetora em camundongos (Travassos et al., 1994).

Em nosso laboratério mostrou-se que esta glicoproteina tem um potencial
fator de viruléncia no modelo intratesticular ja que se liga a laminina murina com
alta afinidade e com isso aumenta a capacidade do fungo de invadir e destruir
tecidos (Vicentini et al., 1994). Além disso, in vivo, anticorpos monoclonais anti-
gp43 foram capazes de modular a infecgdo experimental exacerbada do P.
brasiliensis recoberto com laminina (Gesztesi et al., 1996). A gp43 possivelmente
atua também como adesina j4 que a aderéncia de P. brasiliensis a células
epiteliais do hospedeiro também é substancialmente reduzida na presenca de
anti-gp43 (Hanna et al., 2000). Recentemente foi demonstrado que gp43 interage
com fibronectina, outro componente de matriz extracelular (Mendes-Giannini et
al., 2006).

A gp43 também participa da resposta imune celular em humanos (Benard
et al., 1997) e em animais infectados experimentalmente (Rodrigues & Travassos,
1994). Foi mostrado recentemente que um peptideo de 15 aminoacidos da gp43
(P10) é o responsavel pela ativagdo de célula T CD4" em animais imunizados
(Taborda et al., 1998). Camundongos Balb/c imunizados com a gp43, P10 ou com
0 gene da gp43 (Pinto et al., 2000) e infectados com P. brasiliensis apresentaram
poucos granulomas pulmonares epiteliddes, com poucas células viaveis no seu
interior e auséncia de lesdes no figado e baco. As respostas humoral e celular
dos camundongos foram especificas e duradouras, e a protegao foi mediada pela
producao de IFN-y. O gene PbGP43 apresenta importante polimorfismo no éxon

2, porém € conservado na regido que codifica P10 (Morais et al., 2000).
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Recentemente em nosso laboratorio foi demonstrada outra relevante
funcdo da gp43 na interagdo fungo-macréfago. Os resultados indicaram que a
gp43 diminuiu, de maneira dose dependente, tanto a fagocitose do fungo P.
brasiliensis quanto de particulas de zymosan, inibindo também a liberagao de
mediadores envolvidos na atividade microbicida de macréfagos como
intermediarios reativos de oxigénio e nitrogénio. Estes dados sugerem que a gp43
pode estar envolvida nos mecanismos de evasao do fungo na fase inicial de seu
estabelecimento no hospedeiro (Popi et al., 2002).

Outros antigenos do P. brasiliensis tém sido descritos, entretanto poucos
foram purificados e caracterizados. A gp70 destaca-se por ser uma glicoproteina
reconhecida por 96% dos soros de pacientes com PCM (Salina et al., 1998), por
induzir resposta linfoproliferativa quando testada com linfécitos de individuos com
a doenca (Benard et al., 1997) e ser capaz de modular as fun¢gées de macréfagos
peritoneais murinos (Grosso et al., 2003). Outra glicoproteina do fungo de 75 KDa
também foi caracterizada recentemente. A gp75 apresenta atividade de fosfatase
acida e possivelmente esta envolvida com crescimento do P. brasiliensis, ja que
fungico (Xander, et al., 2007). Além da gp70 e gp75, outros antigenos de 87 kDa
(Goémez et al., 1997), 27 kDa (McEwen et al., 1996), 58 kDa (Figueroa et al.,
1995), também foram caracterizados.

O diagndstico confirmatério da PCM depende da demonstragao do agente
etiolégico em materiais biolégicos como: pus de linfonodos, escarros, aspirado
brénquico ou lavado broncoalveolar, material granulomatoso da base de ulceras,
liquido céfalo-raquidiano, medula éssea, além de amostras de biopsias. Na

maioria dos casos o diagnédstico € realizado através de métodos diretos e
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indiretos (diagndstico sorologico). Os métodos diretos incluem exames
microscopicos de espécimes bioldgicos do paciente, cultivo em meio de cultura
préprio para o isolamento do fungo e inoculagdo em animais de experimentagao
(Lacaz, 1994). Os testes sorolégicos tém valor diagndstico em associagédo ao
micolégico e, principalmente, valor prognéstico no acompanhamento dos
pacientes. As técnicas mais utilizadas atualmente sdo imunodifusdo (Camargo et
al., 1989), contraimunoeletroforese (Conti-Diaz et al., 1973) e fixacdo de
complemento (Fava-Netto et al., 1976; Moses, 1916). Outros testes como
imunofluorescéncia indireta, enzimaimunoensaio (EIA) (Franco et al., 1973;
Restrepo & Moncada, 1972; Silva & Kaplan, 1965), MELISA (magnetic enzyme
immunosorbent assay), hemaglutinagdo passiva, eritroimunoensaio (Camargo et
al., 1984), immunoblotting (Camargo et al.,, 1989) e enzimaimunoensaio de
captura (Camargo et al., 1994) também podem ser utilizados para o diagndstico
da PCM. Além disso, atualmente diversos métodos que utilizam técnicas de PCR
tém sido propostos visando a identificacdo do fungo em material bioldgico
(Sandhu et al.,, 1997; Goldani & Sugar 1998; Diez et al., 1999; Gomes et al.,

2000).

O tratamento contra a PCM inicia-se com controle nutricional do paciente,
repouso e a diminuigdo do uso de alcool e de tabaco, os quais podem agravar a
doenca. Este tratamento é usualmente longo, ocorrendo em muitos casos de um
a dois anos de terapia. Atualmente o sulfametoxazol e o itraconazol sao os anti-
fungicos de escolha para tratamento da forma leve e moderada, sendo que o
ultimo é indicado para pacientes com baixa adesdo ao tratamento devido alto
custo do medicamento. Anfotericina B que é recomendada no inicio do tratamento

dos casos mais avangados (Mendes et al., 1994; Valle e Costa, 2008). A doencga
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pode ser fatal se o paciente nao fizer uso da medicagcao apropriada ou nao seguir
corretamente a terapia medicamentosa.

Os critérios de cura de PCM sao divididos como cura clinica, cura
micoldgica, cura imunoldgica e a cura radioldgica. A cura clinica € quando o
individuo apresenta o desaparecimento de sinais e sintomas presentes antes do
tratamento, o que contempla também o retorno do peso aos niveis normais. A
cura micoldgico é caracterizada pela negativagdo dos exames nos quais os fungo
foi identificado. A auséncia de anticorpos circulantes contra antigenos de P.
brasiliensis é critério de cura imunolégica da PCM, baseado na negativagdo da
reacdo de imunodifusdo ou sua manutengcdo em niveis baixos estaveis. O
desaparecimento ou melhora (evolugéo para padrao de fibrose) das alteragdes
radiolégicas definem a cura radioldgica. (Valle e Costa, 2008)

A manutencdao do tratamento deve se estender por um ano apds a
negativacdo dos testes sorologicos e o paciente deve ser reavaliado
constantemente. A remissao e as sequelas de fibrose pulmonar sao frequentes na

PCM (Brummer et al., 1993).

1.3. Peptideos Microbianos e resposta celular ao fungo P. brasiliensis

Peptideos naturais bioativos sao peptideos derivados de proteinas que
exercem acgao sobre respostas fisioldégicas. Esses peptideos podem proteger
organismos contra infecgdes, e sao encontrados em espécies de diferentes
vertebrados e invertebrados. Frequentemente caracterizados por pequena

sequéncia de aminoacidos, peptideos naturais bioativos podem ser codificados
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nas proteinas ou encontrados livres, requerendo ou n&o, respectivamente,
hidrolises enzimaticas para serem liberados (Daffre S, et al. 2008).

Recentemente, comegou a ser evidenciado que alguns peptideos
endégenos podem atuar como moduladores imunes. A producao de peptideos
com fungdo moduladora, que sdo denominados peptideos microbianos (AMPs),
pode ser dependente de efeitos inflamatdrios (Yang et al. 2002; Zasloff, 2002) e
vasculares (Chavakis et al. 2004) derivados da resposta imune do hospedeiro a
infeccbes (Brown et al. 2006).

A producao desses peptideos ativos pode ser constitutiva ou induzida,
dependendo da espécie, tipo celular, linhagem celular e/ou estagio de
diferenciacao celular (Islam et al. 2001). Os AMPs estimulam amplos efeitos na
inflamacéao, imunidade inata e imunidade adaptativa, interagindo com células da
imunidade inata (neutréfilos e células epiteliais) e células que fazem ligagao da
resposta imune inata e adaptativa (Yang et al. 2004; Bowdish et al. 2005; Selsted
et al. 2005). Assim, esses peptideos podem ativar, inibir ou aumentar as fungdes
da imunidade celular.

Macrofagos séo considerados as principais células de defesa contra o
fungo. In vitro, o fungo P. brasiliensis multiplica-se intracelularmente apds a
ingestao por macréfagos pulmonares e peritoneais ndo ativados, os quais sao
destruidos liberando numerosas células leveduriformes (Brummer et al., 1989).
Entretanto, macrofagos ativados por IFN-y sdo fungicidas (Brummer et al., 1988).
A indugédo da producédo de IFN-y leva a ativagdo de macréfagos que matam o
fungo aparentemente pela producdo de NO (Nascimento et al., 2002). PMNs
humanos ou murinos exercem efeito fungistatico e fungicida contra o P.

brasiliensis, os quais aumentam sob ativacdo do IFN-y e GM-CSF (granulocyte
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macrophage colony stimulating factor) (Kurita et al., 2000). Mondcitos do sangue
periférico de pacientes com PCM, apds pré-ativagao com IFN-y, sdo capazes de
eliminar leveduras de isolado virulento ou n&o virulento do fungo (Calvi et al.,
2003). O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) € uma citocina produzida por
monocitos ou macréfagos envolvida no recrutamento e ativacdo de células
inflamatdérias e na formagdo do granuloma (Kindler et al., 1989). INF-y ativa
macrofagos a secretar TNF-o, o qual inibe a replicagdo do fungo (Souto et al.,
2000). Recentemente, Carmo et al. (2006) demonstraram que H,O, liberada por
mondcitos ativados por TNF-a teve efeito fungicida sobre P. brasiliensis. Outro
mecanismo efetor é o oxido nitrico (NO) liberado por macréfagos ativados, que
leva a morte do fungo. A indugédo da NO sintase é dependente do sinergismo de
acao entre IFN-y e TNF-a e de fatores produzidos pelo proprio fungo (Nascimento
et al., 2002). Macréfagos peritoneais de camundongos das linhagens A/Sn e
B10.A, respectivamente susceptiveis e resistentes a PCM, apresentam diferencgas
relevantes na secrecdo de citocinas. Macrofagos peritoneais de camundongos
B10.A secretam altos niveis de TGF-p e baixos niveis de TNF-a, citocina que
inibe a replicagdo do fungo. Em constraste, macréfagos de animais A/Sn liberam
altos niveis de TNF-a e produzem baixas quantidades de TGF-p. A deplegéo in
vivo de IFN-y ndo sé aboliu a resisténcia de camundongos A/Sn, mas também
diminuiu a resisténcia relativa de animais B10.A. A administracdo de rIL-12
aumentou significantemente a resisténcia em camundongos susceptiveis (Calich
et al.1998)

Como citado anteriormente, linhagens de camundongos resistentes e

susceptiveis a PCM possuem diferencas relevantes nas populagbes de
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macrofagos e secregao de citocinas. Assim, macréfagos sao importantes na
resposta imune direta contra P. brasiliensis, ja que estdo relacionados com a
resolucdo ou progressdo da doenca. Contudo, em nosso laboratério, foi
demonstrado que gp43, principal componente antigénico do fungo é capaz de
inibir fungdes de macréfagos como fagocitose e produgédo de NO e H,O, atuando
no mecanismo de evasao do fungo durante o estabelecimento da fase inicial da
infeccao (Popi, et al., 2002). Considerando os papéis moleculares da gp43, que
promove protegcdo, ja que esta molécula possui epitopos importantes para
apresentagao de antigenos para células T, e também participa da capacidade de
evasao do fungo por induzir a inibigdo da fagocitose, o presente trabalho teve
como objetivo investigar e caracterizar epitopos da gp43 capazes de diminuir

funcdes de macrofagos e da correspondente resposta inflamataria.
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2. Objetivo

Baseado nos papéis moleculares da gp43, o presente trabalho teve como
objetivo investigar e caracterizar epitopos da gp43 capazes de diminuir fungéo

fagocitica de macréfagos e a resposta inflamatéria.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Solugoes

Todas as solugdes para as circunstancias mais especificas serao descritas
no capitulo correspondente. As solugcdes aqui descritas foram preparadas com

agua bi-destilada ou com padrao Mili-Q.

e Solugdo estoque de tampao fosfato-salina (PBS): NaCl 2,7378 M, KCI
0,053 M, Na;HPO4 0,1301 M e KoHPO4 0,0229 M. A solugao estoque foi diluida

20 vezes para o uso (PBS 1X).

e Tampao de amostra para SDS-PAGE: Tris-HCI 62 mM, pH 8,8, contendo
0,2% (p/v) de SDS, B-mercaptoetanol 50 mM, 0,005% (p/v) de azul de bromofenol

e 10% (v/v) de glicerol.

e Solugdo estoque de acrilamida/bis 30% para gel de proteina: 30% de

acrilamida, 0,8% de bis-acrilamida e agua bi-destilada 100 mL q.s.p.

e Tampé&o para gel de proteina (separagao) desnaturante: Tris-HCI 1,5 M, pH

8,8, contendo 0,4% de SDS (p/v).

e Tampéao para gel de proteina (empilhamento) desnaturante: Tris-HCI 0,5 M,

pH 6,8, contendo 0,4% de SDS (p/v).

e Tampao de corrida para SDS-PAGE: Tris 25 mM, glicina 190 mM, pH 8,3, e

0,1% de SDS (p/v).
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e Corante de azul de Coomassie: 0,2% de Coomassie R250 (p/V) em 50%

de metanol e 10% de acido acético (v/v).

e Descorante forte para Coomassie: 50% de metanol, 10% de acido acético e

40% de agua destilada (v/v).

e Solugdes da coloragao da prata:

12 - 50% de metanol (v/v), 12% de acido acético (v/v) e 0,05% de
formaldeido (v/v).

22 — 50% de etanol (v/v).

3% — 0,02% de tiossulfato de sédio (p/v).

42 — 0,2% de nitrato de prata (p/v) e 0,07% de formaldeido (v/v).

52 — 6% de carbonato de sédio (p/v), 0,0004% de tiossulfato de sédio (p/v)

e 0,05% de formaldeido (v/v).
62 — 50% de metanol (v/v) e 12% de acido acético (v/v).

72 — 50% de metanol (v/v).

Todas as solugdes da coloragao foram preparadas com agua bi-destilada.
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3.2. Reagentes

Os reagentes (qualidade P.A.), kits e anticorpos utilizados foram adquiridos
da Merck (S/A), Synth, Amersham Biosciences, Sigma Chemical CO, BD e

Zymed. Os meios de cultivo foram adquiridos da BioBras S/A, Difco e Sigma.

3.3. Meio para cultivo de fungos

3.3.1. Meio YPD modificado: 0,5% de extrato de levedura, 0,5% de

peptona de caseina, 1,5% de dextrose (pH 6,5).

3.3.2. Meio YPD agar: 0,5% de extrato de levedura, 0,5% de

peptona de caseina, 1,5% de dextrose (pH 6,5) e 1,5 de agar.

3.4. Isolados de Paracoccidioides brasiliensis

3.4.1. Manutencao dos Isolados

O isolado virulento Pb18 (gentilmente cedido pela Dra. Vera L. Calich,
Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade de Sao Paulo, Brasil) foi utilizado

em todos os ensaios. A manutencgao do isolado foi em meio YPD agar.
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3.4.2. Producao de Exoantigeno

Cultura de células leveduriformes de P. brasiliensis crescidas por 5 dias em
meio YPD agar foram transferidas para frascos Erlenmeyer, contendo 50 mL de
YDP modificado, e cultivadas por 3 dias a 36° C. Cada pré-indculo foi entao
transferido para um frasco Fernbach contendo 400 mL de meio liquido e o fungo
foi cultivado nas mesmas condi¢cdes por 7 dias. As células foram separadas do
sobrenadante de cultura (exoantigeno bruto) por filtragdo em papel de filtro. O

exoantigeno foi armazenado a -20 °C.

3.5. Purificagao da gp43

A glicoproteina de 43kDa foi purificada a partir do sobrenadante de cultura
liquida de P. brasiliensis da cepa Pb18, por meio de cromatografia de afinidade em
coluna de Sepharose CnBr acoplada com MAbs anti-gp43 obtidos conforme
descrito por Gesztesi et al. (1996). O exoantigeno foi aplicado lentamente a coluna
de afinidade e, apds a passagem de todo material, a coluna foi exaustivamente
lavada com PBS em fluxo rapido para remogéo de proteinas que nao se ligaram
ao anticorpo. Foi eluida com tampéao glicina 50 mM contendo 150 mM de NaCl pH
2,8. Fragdes de 2 mL foram coletadas em tubos contendo 50 uL de tampéao Tris-
HCI 1M, pH 9,0. O eluato da coluna foi entdo concentrado em amicon Y10,
dialisado contra PBS e submetido a eletroforese (SDS-PAGE), com subsequente

coloracgao pela prata, com o propdésito de monitorar sua real purificacio.
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3.6. Meio para cultivo de células de mamiferos

3.6.1. Meio RPMI: RPMI 1640 (Sigma) acrescido de acido N-2-
hiroxietilpiperazina-N-2-etanosulfénico 10 mM (HEPES - Sigma), bicarbonato de

sédio 24 mM (Sigma) e 40 ug/mL de garamicina (Schering).

3.6.2. Meio RPMI suplementado (R-10): meio RPMI suplementado com

10% de soro fetal bovino (SFB, Cultilab, Campinas).

3.7. Animais

Camundongos isogénicos da linhagem Balb/c fémeos com 2 a 3 meses de
idade foram fornecidos pelo Centro de Desenvolvimento de Modelos
Experimentais (CEDEME) da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP). A
manipulagdo e manutengédo dos animais estiveram de acordo com procedimentos

padrao (NIH Guide for Care and Use of Laboratory Animals).

3.8. Cultura de macréfagos derivados de medula 6ssea

Células nao diferenciadas foram extraidas da medula 6ssea de camundongos
Balb/c com 2 a 3 meses de idade. Para tanto, o fémur destes animais foi extraido e
deixado por trés minutos em alcool iodado; apds este periodo as epifises do fémur
foram cortadas e a medula foi lavada delicadamente utilizando uma seringa de 10
mL acoplada a uma agulha de insulina. A medula foi lavada com aproximadamente

3 mL de meio RPMI-1640 (Sigma) para cada fémur e a extracdo das células de
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medula pode ser observada pelas gotas turvas que saem do fémur apds as
lavagens. As células foram recolhidas em tubos de 15 mL (Costar) em banho de
gelo. Em seguida estas células foram lavadas e ressuspendidas em 10 mL de
meio de diferenciagdo que é composto por RPMI-1640 (Sigma) e suplementado
com 30% de sobrenadante de cultura de células da linhagem L929 (grandes
produtores de GM-CSF) e 20% de soro fetal bovino (Gibco BRL). Essas células
foram colocadas em garrafas de cultura (Costar) e mantidas em atmosfera umida
com 5% de CO, a 37°C por 4 dias. Apos esse periodo foram adicionados a cultura
mais 10 mL de meio de diferenciacao e as células mantidas por mais sete dias nas

mesmas condicdes.

Ao final destes sete dias considera-se que as células estejam diferenciadas
em macrofagos e prontas para o uso (Zamboni & Rabinovitch, 2003). Macréfagos
diferenciados foram contados e plaqueados em 5 x 10° células/poco em placa de

cultura de 24 pocos.

3.9. Sintese e purificagao dos peptideos

Os peptideos foram sintetizados por Juliano MA, Universidade Federal de
Sao Paulo (UNIFESP), SP, Brasil, pela técnica 9-fluoroenilmetoxicarbonil descrita
por Atherton e Sheppard. Para a sintese de peptideos foi utilizado automatizado
sintetizador multiplo de peptideos de fase sodlida (sistema PSSM 8§;

Shimadzu, Téquio, Japao).
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3.10. Analises graficas dos parametros antigénicos e estruturais da

sequéncia da gp43

Os métodos de index antigénico de Jameson-Wolff, grafico de
hidropaticidade de Kyte-Doolittle, regides anfipaticas de alfa hélice de Eisenberg,
grafico de probabilidade de superficie de Emini, e motifs de complexo maior de
histocompatibilidade (MHC) Il de Sette foram analisados graficamente usando o
programa Protean (analise da sequéncia de proteina) biocomputing de Lasergene
do Windows, 1994 (DNASTAR Inc., Madison,Wis.). Os indices antigénicos de
Jameson-Wolff mostram potencial antigénico determinado por reconhecimento de
anticorpo através de métodos de combinagbes para predicdo estrutural da
proteina, comegcando com valores de hidropaticidade (Hopp-Woods) e
probabilidade de superficie (Emini); e finalmente, métodos para demonstrar a
flexibilidade da estrutura ou cadeia. Parametros de flexibilidade e hidropatia ou
acessibilidade solvente sdo combinados para determinar os indices antigénicos.
No grafico de hidropaticidade de Kyte Doolittle, a regido hidropatica da proteina é
mostrada através de suas sequéncias de aminoacidos. Valores positivos
correspondem no grafico, a estrutura hidrofilica, e os valores negativos
correspondem a estruturas hidrofobicas. Valores de hidropatia sdo determinados
por todos os aminoacidos e calculados com base em uma janela definida. A
janela que nés usamos foi calculada com 29 e 26 aminoacidos para P4 e P23,
respectivamente.

Regides anfipaticas em hélice definem a face polar e apolar. O momento
hidrofébico de Eisenberg et al. (1984) detecta periodicidade na hidropaticidade
protéica. O método motifs de MHC Il de Sette prediz os epitopos peptidicos que

interagem com haplotipo d de proteinas do MHC Il de camundongos. O método
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de 1-A° é baseado em uma seqiiéncia padrdo de hexapeptideos de residuos de

proteina ovoalbumina de galinha.

3.11. Dosagem de Proteinas

As determinagbes das concentragdes protéicas foram realizadas segundo
método proposto por Bradford (1976), que utiliza Coomassie brilliant blue (CBB)
G-250 (Sigma) como reativo e albumina bovina (BSA) 1,0 mg/mL como padrao. A
leitura da curva padrao foi realizada em comprimento de onda de 570 nm (EIA

reader Titetek, Multiskan, MCC340).

3.12. SDS-PAGE

Os procedimentos para eletroforese vertical em gel de poliacrilamida com
dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970) foram executados em
equipamento Mini-Protean Il (Bio-Rad) conforme descrito anteriormente (Lopes et
al., 1983). Para a proteina em estudo foi utilizado gel de separagéo linear com
10% de acrilamida, em tampao Tris-HCI 1,5M, pH 8,8, contendo 0,4% de SDS
(p/v) e o gel de empilhamento com 3% de acrilamida em tampéao Tris-HCI 0,5M, pH
6,8, contendo 0,4% (p/v) de SDS. As amostras em anadlise foram dissolvidas 1:5
em tampéao de amostra (Tris-HCI 62 mM, pH 6,8, contendo 0,2% (p/v) de SDS, B-
mercaptoetanol 50 mM, 0,005% (p/v) de azul de bromofenol e 10% (v/v) de
glicerol, fervidas por 3 minutos e aplicadas nos sulcos do gel. Os eletrodos do

aparelho foram mergulhados em tamp&o de corrida contendo Tris 25 mM, glicina
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190 mM pH 8,3 e 0,1% de SDS (p/v). As corridas eletroforéticas foram realizadas
com voltagem constante de 170V. Apdés o término da corrida, os géis foram

corados pelo método da Prata (Ansorge, 1985).

3.13. Ensaio de fagocitose

Macrofagos derivados de medula 6ssea foram obtidos conforme descrito no
item 3.8. Aproximadamente 5 x 10° macréfagos derivados de medula éssea foram
distribuidas por pogco em placas de 24 pogos (Costar) contendo laminulas de
vidro, e apos 1 hora de incubacgéo a 37° C em 5 % de CO,, o sobrenadante das
culturas foi aspirado para a retirada das células n&o aderentes. A monocamada
aderente a laminula foi lavada com RPMI 1640 e posteriormente 1 mL do meio R-
10 foi adicionado e as culturas foram incubadas por 1h e 30 minutos a 37°C em
5% de CO,. Depois deste periodo, os macréfagos foram novamente lavados e

usados nos ensaios de fagocitose.

10 mg/mL particulas de zymosan (Sigma) foram incubados a 37°C por 2
horas com a monocamada de macrofagos na presenga ou auséncia dos
peptideos P4 e P23. Depois do periodo de incubagdo, as preparacbes foram
lavadas com PBS, para retirada das particulas de zymosan. As laminulas foram
retiradas, fixadas com glutaraldeido 2,5%, coradas com HEMAS3 (Fisher,
Pittsburgh, PA) e analisadas ao microscépio Optico. Concentragdes diferentes de
peptideos (2,5 pug/mL, 5 pg/mL, 10 uyg/mL) foram adicionados ao meio de cultura

no tempo zero do experimento para avaliar sua influéncia na habilidade fagocitica
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dos macréfagos medida pelo index fagocitico. Cada tratamento foi realizado em

triplicata e o experimento repetido duas vezes.

3.14. indices fagociticos (IF)

Uma média de 200 macrofagos foram contados para determinar o IF
calculado pela porcentagem de células fagociticas multiplicados pelo numero de

particulas internalizadas.

3.15. Producio de Oxido Nitrico (NO)

A producao de NO foi determinada utilizando reagao de Griess, a qual avalia
o0 acumulo de nitrito no sobrenadante de cultura dos macréfagos. As culturas de
macrofagos derivados de medula 6ssea foram previamente incubadas com
zymosan na presenga ou auséncia de P4 e P23, conforme descrito no item 3.13.
O sobrenadante das culturas foram recolhidos em tubos Eppendoff e centrifugado
por 5 minutos a 1500 x.g., para retirada de particulas de zymosan nao
internalizadas. Aliquotas de 50 uL de cada amostra foram transferidas para
microplacas de 96 pogos (Costar) e incubadas com igual volume do reagente de
Griess (1% de sulfanilamida, 0,1% de dihidrocloreto de naftil-etil-enediamina,
2,5% de acido fosforico). A avaliacdo dos resultados foi realizada por leitura
espectrofotométrica (EIA reader Titetek, Multiskan, MCC340) em comprimento de
onda 540 nm. As concentra¢des de NO foram preditas usando curva padrao com

concentragdo conhecida de NaNO, diluido em R-10. Todas as determinagdes
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foram realizadas em triplicatas e os resultados expressos em uM de NO. O ensaio

foi feitos em triplicata e o experimento repetido duas vezes.

3.16. Producgao de Peréxido de Hidrogénio

A produgédo de peréxido de hidrogénio foi mensurada utilizando-se o método
descrito por Pick & Mizel (1981) e modificado por Russo et al. (1989); pela
oxidacao de vermelho fenol foi possivel detectar a producéo de H,0-.

A solucao de vermelho fenol (Sigma) para os ensaios de produgao de H,O
consistiu de 5,5 mM de dextrose, 0,56 mM de vermelho fenol e 8,5 U/mL
horseradish peroxidase (Sigma) em PBS pH 7,4.

Os ensaios de fagocitose (descritos no item 3.13) foram realizados em tubos
eppendorfs. Para isso, as células foram desaderidas por raspagem, usando cell
scraper (Nunc). As solugdes celulares contendo 2x10° cél/mL, foram incubadas
por 1h e 30 minutos a 37°C em 5% de CO,. Depois deste periodo, as amostras
foram centrifugadas durante 10 minutos a 4500 x.g., a 4°C, sendo o sobrenadante
desprezado. O sedimento celular formado foi ressuspendido em 1,0 mL de
solucao de fenol vermelho, sequencialmente diluido e transferido para placa de 96
pOGOS.

A curva padrdao de peroxido de hidrogénio foi construida a partir de
concentragdes molares conhecidas de 0.5, 1, 2 € 4 nmoles de H,O, em 100uL de
solucao de fenol vermelho.

As placas permaneceram em estufa 37°C durante uma hora. Apos esse

periodo, a reacdo foi interrompida com 10uL de uma solugdo de NaOH 1N por
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poco, € a absorbancia foi determinada em leitor de ELISA com filtro de 620 nm,
contra branco constituido por solugao de fenol vermelho.

Os resultados obtidos em densidades 6pticas (D.O.) foram transformados em
nmoles de agua oxigenada liberados por 2 x 10° macréfagos derivados de medula

0ssea, mediante equacgao de regressao linear com base na curva padréao.

3.17. Dosagem de TNF-a em sobrenadante de cultura de células

TNF-a foi medido em sobrenadante de cultura de testes fagociticos in vitro.
Macrofagos foram cultivados em placas de 24 pogos em RPMI suplementado com
10% de soro fetal bovino e 5% de meio condicionado proveniente da cultura de
células L929. Particulas de zymosan (Sigma) com ou sem peptideos da gp43 em
diferentes concentragdes (1,25, 2,5 e 5,0 mg/mL) foram adicionados na cultura de
macrofagos. Sobrenadante de cultura foi coletado e mantido a -70°C. Para
determinagdo de TNF-a, microplacas (Nunc) foram sensibilizadas overnight a
temperatura ambiente com mAbs anti-TNF-a (R&D System) como recomendado
pelo fabricante. Placas foram lavadas 4 vezes com PBS contendo 0,05% de tween
20 (PBS-T), e ligacdo nao especifica foi evitada pela incubagao das placas por 2
horas em temperatura ambiente com 200 nul por pogo de PBS-BSA 3%. Placas
foram lavadas quatro vezes com PBS-T e incubadas por 2 horas com 100 uL por
poco de cada sobrenadante, ou com a respectiva curva padrao de citocina (R&D
System). Placas foram depois lavadas 4 vezes com PBS-T e incubadas por 2
horas em temperatura ambiente com 10 ulL por pog¢o de anticorpo anti-TNF-a
(R&D System). Posteriormente, placas foram lavadas 4 vezes com PBS-T e

incubadas por 20 minutos a temperatura ambiente com streptavidina-horseradish
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peroxidase. Reagdes foram interrompidas com H;SOs 4N (50 ulL/pocgo).

Absorbancia foi medida a 450 nm com um aparato leitor de microplacas

(Labsystem Multiskan MN, UNH, Santa Fe, NM, USA).

3.18. Granuloma induzido por BCG

Para avaliar a possivel influéncia dos peptideos na resposta inflamatoria foi
avaliada pela inoculagcdo de Mycobacterium bovis — bacillus Calmette-Guerin
(BCG Instituto Butantd, Sdo Paulo) a concentracdo de 100 mg/mL no tecido
subcutaneo da regido dorsal da pata de camundongos fémeos. 10° CFU de BCG
com ou sem adicao de P4, P23 ou peptideos irrelevantes em diferentes
concentragdes (5 e 50 ug/mL) foram usados. Para avaliar o grau de inflamacao, a
espessura das patas foi medida com auxilio de paquimetro (Mitutoyo, Japan). Foi
feita uma mensuragédo antes da inoculagdo de BCG (medida normal da pata) e
uma mensuragcao apos 2, 4, 8, 12 e 24 horas apos a inoculagdo. As demais
mensuragdes foram feitas em intervalos de 24 horas, sempre descontando o

tamanho da pata normal (por 5 dias).

3.19. Analise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas pelo teste t-Student ou quando
cabivel pela analise de variancia (ANOVA) e o teste Tukey-Kramer utilizando o

programa INSTAT (GraphPad, San Diego CA).
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4. Resultados

4.1. Inibicao da fagocitose de particulas de zymosan por macréfagos

derivados de medula 6ssea

Gp43 induz diminuicdo dos indices fagociticos (IF) de macréfagos
peritoneais estimulados por P. brasiliensis ou zymosan (Popi et al., 2002), devido
ao bloqueio da endocitose de particulas de zymosan via receptor de manose
(Speert et al., 1985).

Testamos o0 mesmo modelo utilizando macrofagos derivados de medula
ossea. Culturas de macrofagos foram desafiadas com particulas de zymosan (z)
por 1h30min. Os resultados demonstraram que a presenga de gp43 diminui os
indices fagociticos de particulas de zymosan por macrofagos derivados da
medula 6ssea (Figura 1). Como macrofagos utilizados nos ensaios eram
derivados da medula dssea, sugere que nao ocorra participagao de outras células

na diminuigao das fungdes fagociticas dos macrofagos.

31



Resultados

12.5-
10.04
8
£ 754 * . *
Q
S [ o N
§ 5.0-
©
i=
2.5-
0.0 T T T T
> > >
© \(&/ \(&/ \((\\/
O O O
o o¥ o¥
Q Q S
o < Q
J ¥ >
S) & 8

Figura 1. Influéncia da gp43 no indices fagocitico (IF) de particulas zymosan por
macréfagos derivados de medula 6ssea de camundongos fémeos Balb/c. Gp43
inibiu a fagocitose quando adicionada no meio de cultura nas concentragbes 75,
100 e 150 pg/ml. As células foram coradas HEMA3 e as particulas fagocitadas
foram contadas para determinar o IF com microscoépio optico (x 100). Significancia
(*p < 0.05) foi obtida nas células tratadas quando comparadas com grupo

controle.

4.2. Influéncia dos peptideos da gp43 na atividade fagocitica de
macroéfagos derivados de medula 6ssea
A gp43, dentro de uma série de 25 peptideos que foram derivados da sua

sequéncia, tem um peptideo de 15 aminoacidos, denominado P10, que induz a
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proliferacdo de células do linfonodo de camundongos Balb/c sensiveis a gp43
(Taborda et al., 1998). Neste trabalho investigamos quais peptideos da gp43
desta série poderiam ser responsaveis pela diminuigado dos indeces fagociticos de
particulas de zymosan por macrofagos.

Para caracterizar regides da gp43, diferentes peptideos da gp43 foram
testados nos ensaios de fagocitose (Figura 2). Exceto P8 e P20 todos os
peptideos apresentaram significante redu¢do no index fagocitico. Como a gp43
inibe reacao inflamatéria em sua forma natural (Popi et al., 2002), analisamos
quais peptideos que poderiam estar expressos na superficie da proteina e a
hidrofobicidade média no grafico Kyte-Doolittle, usando o programa Protean da
Lasergene System (DNAstar Inc.) (Figura 3). Apesar de P7 e P8 demonstrarem
baixos indices fagociticos (IF), esses peptideos apresentam também baixas
probabilidades de serem expressos na superficie. P4 e P23 apresentaram uma
significante inibicdo da fagocitose e alta probabilidade de serem expressos na
superficie da gp43, portanto foram escolhidos para realizagdo de experimentos
posteriores.

Experimentos similares foram realizados usando diferentes concentracoes
de P4 e P23 recém sintetizados em overlapping para evitar a quebra de dominios
entre as jungdes peptidicas (Figura 4). A inibicdo fagocitica foi observada em

todas as concentracdes testadas.
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Figura 2. Influéncia dos 14 peptideos seqlienciais derivados da molécula gp43

nos indices fagociticos (IF) de particulas zymosan por macréfagos derivados de

medula de camundongos Balb/c. Macrofagos foram desafiados com particulas

zymosan por 1h30min.

Peptideos da gp43 inibiram a fagocitose quando

adicionados no meio de cultura. As células foram coradas com HEMA3 e as

particulas de zymosan foram contadas com microscépio Optico (x100) para

determinar IF. Significancia (**p < 0.01 e ***p < 0.0001) foi obtida quando as

células tratadas foram comparadas aos grupos controles.
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Figura 3. Analises dos graficos de fragmentos dos peptideos P4 e P23 da gp43,
em (A) o box em vermelho destaca P4 e em (B) P23. (A) index antigénico
Jameson-Wolff; (B) Campo de hidropaticidade Kyte-Doolittle (média para 11
sequéncias de aminodacidos; hidropaticidade indicada pelo valor negativo); (C)
Eisenberg alpha, regides anfipaticas; (D) regides |-Ad, motifs Sette MHC II; (E)

Campo provavel de superficie Emini. P4 e P23 tém sequéncias que
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possivelmente estdo expostas na superficie da molécula da gp43.
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Figura 4. Influéncia dos peptideos P4 e P23 nos indices fagociticos (IF) de
particulas zymosan por macrofagos derivados de medula de camundongos
Balb/c. Macréfagos foram desafiados com particulas zymosan por 1h30min.
Peptideos P4 e P23 inibiram a fagocitose quando adicionados no meio de cultura.
As células foram coradas com HEMA3 e as particulas de zymosan foram
contadas com microscopio optico (x100) para determinar IF. Significancia (**p <
0.01 e ***p < 0.0001) foi obtida quando as células tratadas foram comparadas aos

grupos controles
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4.3. Participagcao dos peptideos P4 e P23 na liberagao de NO e H,O;

por macrofagos derivados da medula 6ssea

NO, H,O,, e outros metabdlitos estdo relacionados com a capacidade dos
macrofagos de neutralizar antigenos (Speert et al., 1985; Nascimento et al.,,
2002).

Neste trabalho, observamos que ambos P4 e P23, em diferentes
concentragdes, diminuem significantemente liberagcdo de NO em macréfagos
derivados de medula 6ssea quando estimulados com particulas de zymosan
(Figura 5). Esse resultado corrobora com dados apresentados por Popi et al.,
2002, que mostrou reducédo nos niveis de NO em macrofagos peritoneais de
camundongos resistentes a PCM.

Em contraste, foi observado aumento na liberagao de H,O, por macrofagos
derivados de medula 6ssea quando estimulados com particulas de zymosan na
presenca de P4 e P23, como demonstrado na figura 5. A adigdo de P4 ou P23
sem as particulas de zymosan nao influenciam a liberagao de NO e H,O,.

Esses achados apdéiam a hipotese que a atividade fungicida parece ser
independente da produgao H,O, (Brummer et al., 1988; Bocca et al., 1998). Mais
ainda, mostram que a produgao de NO é mais importante na resposta imune para

o fungo P. brasiliensis (Bocca et al., 1998; Gonzalez et al, 2000).
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Figura 5. Influéncia dos peptideos P4 (A) e P23 (B) na liberagdo de NO por
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macrofagos derivados da medula 6ssea desafiados com particulas de zymosan.
Foram analisadas culturas de macréfagos isolados (C-), macréfagos cultivados
somente na presenga de P4 ou P23 (CP4 ou CP23), desafiados somente com
particulas de zymosan (C+), ou simultaneamente desafiados com particulas de
zymosan e na presenga de P4 ou P23 (nas concentracbes de 1,25 ug/mL, 2,5
pMg/mL, 10 ug/mL ou 20 ug/mL). Os sobrenadantes de cultura foram colhidos,
analisados e quantificados de acordo com presenca de nitrito por
espectrofotometria leitura em 550 nm. P**<0.001 e p***<0.0001 quando

comparados com o grupo controle.
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Figura 6. Influéncia dos peptideos derivados da gp43 na liberagdo de H,O, por

macréfagos derivados da medula 6ssea desafiados com particulas de zymosan.
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Foram analisadas as culturas de macréfagos isolados (C-), macréfagos cultivados
somente na presencga de P4 ou P23 (CP4 ou CP23), ou somente desafiados com
particulas de zymosan (C+), ou simultaneamente desafiados com particulas de
zymosan e na presenga de P4 ou P23 (nas concentracbes de 1,25 ug/mL, 2,5
pg/mL, 10 ug/mL ou 20 ug/mL). Os sobrenadantes de cultura foram colhidos,
analisados e quantificados por microtitulacdo em placa com solugdo fenol
vermelho, leitura em 660 nm. *p < 0.05 e P** < 0.001 quando comparados com o

grupo controle.

4.4. Anadlise da participacao de P4 e P23 na produc¢ao de TNF-a

TNF-a aparentemente confere resisténcia a P. brasiliensis por estimular
formagdo de granuloma e produgao de NO (Souto et al., 2000). Para avaliar a
influéncia de P4 e P23 na producgao de TNF- q, foi feita dosagem desta citocina no
sobrenadante de cultura proveniente de ensaios de fagocitoses. Houve discreta
diminuicado na liberacdo de TNF- a na presenca de P4 e P23, quando comparadas
ao controle (Figura 7). Como controle, outro peptideo da gp43 que néo
apresentava as mesmas caracteristicas de inibicdo dos fatores da reacao
inflamatadria, também foi utilizado. A dosagem de TNF-a na presenca do peptideo
controle mostrou-se aumentada quando comparado ao controle negativo, o que
poderia ser explicado pela presenga de particulas zymosan e peptideos (dados

nao mostrados).
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de TNF-a no sobrenadante de cultura dos ensaios de

fagocitose. Macréfagos derivados de medula 6ssea foram desafiados com

particulas de zymosan na presengca de P4 (A) ou P23 (B). Resultados

representativos de 2 experimentos independentes.
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4.5. Teste de edema da pata (FPT)

Como resultados anteriores demonstraram que P4 e P23 tem efeitos
inibitérios sobre marcadores de inflamacéo in vitro, testamos a capacidade desses
peptideos de diminuir inflamacéo in vivo. Para avaliar este processo foi utilizado o
protocolo FTP com ou sem a co-injegao dos peptideos. Os indices obtidos no FTP
mostraram uma significante diminuicdo nas primeiras 24 horas no edema das
patas infectadas com BCG tratadas com P4 ou P23 (Figura 8). Depois de 24
horas os indices de FTP s&o equivalentes aos grupos controles e se mantém por
até 5 dias, indicando possivel participacdo dos peptideos na reducdo da

inflamacéao aguda.
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Figura 8. Efeito do tratamento com P4 (A) e P23 (B) na evolugdo de edemas
induzidos por infecgdo com BCG nas patas de camundongos (n = 5). P** < 0.001

e p*™* < 0.0001 quando comparados ao grupo controles.
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5. Discussao

Parasitismo € um fenbmeno de co-evolugao dependente por um lado de
mecanismos que permitam invasdo e adesdo do parasita, e por outro lado
resposta celular e humoral do sistema imune do hospedeiro. A interacao parasita-
hospedeiro pode levar a cura da doenca através da eliminacdo do parasita,
contudo o estabelecimento da doenga de modo agudo ou crénico, pode levar o
paciente infectado a morte. Dentre a pletora de mecanismos que suportam o
parasitismo estdo aqueles em que o parasita, por selecdo evolucionaria e
adaptativa, € favorecido com propriedades capazes de desativar parcialmente a
defesa do hospedeiro. Isto € chamado de mecanismo de escape ou evaséo, ja
descrito para um grande numero de parasitas. (Mendes-Giannini, et al., 2000).

O mecanismo que promove estabelecimento do P. brasiliensis e
subsequente infeccdo em humanos e animais experimentais € pouco estudado.
Nosso grupo demonstrou que gp43 medeia um mecanismo de escape através da
diminuicdo da funcdo de macrofagos in vitro (Popi et al., 2002). Estes dados
sugerem que inibicdo da fungdo de macrofagos poderia facilitar migracédo do
parasita nos tecidos do hospedeiro, pelo menos na fase inicial da infecgao, ja que
a fagocitose do fungo é mediada por receptores de manose na superficie de
macréfagos (Almeida et al., 1998; Speert et al., 1985). Como ja demonstrado,
anticorpos policlonais especificos para alguns epitopos da gp43 induziram
diminuicdo acentuada nos indices fagociticos de macrofagos desafiados com P.

brasiliensis (Almeida et al., 1998). No entanto, um anticorpo monoclonal que
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reconhece um epitopo peptidico da gp43 nao interfere na interacdo macrofago-Pb
(Almeida et al., 1998). Estes dados mostram participacdo da gp43, a principal
molécula antigénica secretada pelo fungo, na percepg¢ao do fungo por macréfagos
(Almeida et al., 1998).

Varias proteinas tem sido descritas como capazes de exercer multiplas e
diferentes funcdes, servindo como exemplo sdo as proteinas de matriz
extracelular como fibronectina e laminina. Apesar de atuar como moléculas
ligantes, elas também sdo capazes de alterar comportamento fenotipico de
algumas células, bem como ajudar no desenvolvimento, diferenciagdo e migragao
(Mendes-Giannini et al., 2000). Estas caracteristicas ndo sao fatores incomuns, ja
que podem ser observadas em uma variedade de moléculas, contudo a
sequéncia especifica e a configuragao responsavel por cada uma dessas fungdes
nao tem sido frequentemente demonstrada.

Varias fungdes vem sendo atribuidas a gp43. Como ja demonstrado, a
gp43 atua como ligante de fibronectina e laminina (Vicentini et al., 1994; Mendes-
Giannini et al., 2006) e quando a ligagao ocorre, ha aumento na viruléncia e
patogenicidade do fungo (Vicentini et al., 1994).

Trabalhos ja publicados demonstram que infecgdo subcutanea primaria
com P. brasiliensis, que expressa gp43 na superficie, levam a imunoprote¢céo ou
exacerbacao da doenga dependendo da rota de desafio (Arruda et al., 2007). Isto
sugere que gp43 poderia atuar no mecanismo de protecdo do hospedeiro contra o
fungo. O efeito protetor desta glicoproteina na infeccdo experimental em
camundongos e humanos foi confirmado depois da imunizagdo com peptideo

P10, parte da sequéncia da gp43 (Taborda et al., 1998). Este € um dos poucos
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exemplos em que pequenas sequéncias de uma molécula inteira sao
relacionadas com uma funcdo muito especifica.

Os resultados acima mencionados indicam que a molécula também pode
atuar no mecanismo de evasao do fungo sugerindo que gp43 possua peptideos
capazes de induzir a contencao Paracoccidioides brasiliensis em vacuolos de
macrofagos. Estas duas propriedades da gp43, primeiro evasao e posteriormente
indugao de protecéo sao divergentes, mas nao contraditérias. Nos sugerimos que
estas respostas distintas para mesma glicoproteina sejam devido a peptideos
distintos da gp43 que atuam em diferentes tempos da resposta imune. A
capacidade de escape induzida pela molécula é nao especifica e provavelmente
esta envolvida com estabelecimento da doenca. Somente quando a infeccéo é
estabelecida, mecanismos imunes podem estabelecer efeitos protetores da
molécula como observado depois da imunizacdo com P10. Estes peptideos
podem ser chamados de peptideos naturais bioativos encontrado em diferentes
espécies de vertebrados e invertebrados que medeiam respostas fisiolégicas e
assim facilitam ou protegem organismos contra infecgbes. Eles sao
frequentemente caracterizados por pequenas sequéncias de aminoacidos e sao
encontrados livres ou codificados no interior de proteinas, assim sendo
necessaria hidrolise enzimatica para liberagao (Daffre et al., 2008). Um exemplo
de proteina que possui sequéncias peptidicas com diferentes fungdes é
cromogranina A. Esta proteina possui peptideos que participam de processos
homeostaticos distintos como regulagdo do metabolismo de calcio e glicose,
funcbes cardiovasculares, reacdes inflamatorias, alivio da dor, reparo tecidual,

motilidade gastrointestinal e na resposta imune inata (Helle et al., 2007).
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Recentemente, € evidente que alguns peptideos enddgenos, geralmente
chamados de peptideos antimicrobianos (AMPs), possam também atuar como
moduladores imunes e que producdo deles pode depender da resposta imune do
hospedeiro a infecgdes, envolvendo assim inflamacéao e efeitos vasculares (Daffre
et al., 2008). A producao de AMPs biologicamente ativos pode se constitutiva ou
induzivel, e depende da espécies, tipo de tecido, linhagem celular e/ou estagio de
diferenciagao celular (Islam et al.,, 2001). Estes peptideos estimulam muitos
efeitos importantes da inflamagéo, imunidade inata e adaptativa, interagindo com
células que participam da resposta da resposta inata (neutréfilos e células
epiteliais) e com células que fazem a ligacédo do sistema imune inato e adaptativo
(mondécitos, macréfagos e células dendriticas) (Daffre et al.,, 2008). Isto sugere
que estes peptideos podem ativar, inibir ou aumentar as fungdes das células
imunes. Entdo, nds consideramos a possibilidade que, como acontece com
atividade protetora de P10, gp43 possa ter uma sequéncia especifica responsavel
pela diminuicdo das fungdes dos macroéfagos.

A selegao dos peptideos da gp43 foi realizada através do rastreamento da
acao dos peptideos por ensaios de fagocitose e analise da probabilidade de
expressao dos peptideos na superficie da molécula.

Como citado anteriormente, gp43 tem capacidade de diminuir a fagocitose
de macréfagos peritoneais (Popi et al, 2002). Demonstramos aqui que a gp43 e
seus peptideos P4 e P23 inibem a fagocitose de particulas de zymosan por
macrofagos derivados da medula 6ssea. Analises da probabilidade de expressao
desses peptideos, que induziram diminui¢ao nos indices fagociticos, na superficie
da gp43 contribuiram para selecado dos peptideos P4 e P23 para ensaios

posteriores. Uma vez que essas sequéncias nao estdo originalmente em
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overlapping, e considerando a possibilidade da perda de atividade por quebra de
sequéncia, nos optamos por sintetizar os peptideos P4 e P23 com adi¢ao de 5
aminoacidos prévios e subsequentes a sequéncia da gp43
(NLGRDAKRHLSKHWDTFITEDDFKNIAAAGL e AFEVGAGWYFWTWKT
EGAPGWDMQD). Contudo este detalhe ndo modificou a atividade dos peptideos.
Esses resultados sugerem fortemente que as moléculas P4 e P23 sao capazes de
modular in vitro fagocitose por macréfagos provenientes da medula éssea.

Ha relatos que demonstram que liberagao de NO por macréfagos ativados
inibem a transformacao do P. brasiliensis de conideos para levedura, prevenindo
o estabelecimento da doencga (Bocca et al., 1998; Gonzalez et al., 2000; Borges-
Walmsley et al., 2002). Gp43 prejudica a fagocitose e destruicdo de Pb ao
modular a liberagcdo de reativos intermediarios de oxigénio e nitrogénio,
mediadores sabidamente envolvidos na atividade microbicida dos macréfagos

(Almeida et al., 1998; Popi et al., 2002).

A produgao espontanea de NO por macrofagos peritoniais desafiados com
zymosan € inibida quando gp43 in natura é adicionada a cultura (Popi et al.,
2002). Os resultados obtidos em nosso trabalho demonstram efeito similar usando
macrofagos derivados de medula éssea e os dois peptideos, P4 e P23, derivados
da gp43, enfatizando provavel papel antiinflamatdrio desses peptideos.

Nossos dados também indicam por ensaio similar, a atuagao dos peptideos
na liberagao de H,O, por macréfagos derivados de medula éssea estimulados
com zymosan. Esses achados suportam a concepgao que a atividade fungicida
parece ser independente da produgao H,O, (Nascimento et al., 2002), reforcando

a importancia dos peptideos P4 e P23 atuarem na producgéo de NO, ja que esta é
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a resposta mais importante para o fungo P. brasiliensis (Bocca et al., 1998;
Gonzalez et al., 2000; Borges-Walmsley et al., 2002).

AMPs podem também atuar na resposta imune adaptativa mas de forma
contraria aos nossos resultados para P4 e P23. Os peptideos antimicrobianos
atuam principalmente modulando fungdes células dendriticas (CD) e respostas
imunes antigenos-especificas, aumentando aspectos da imunidade adaptativa.
Células dendriticas derivadas de mondécitos primarios humanos (CDs imaturas)
tratadas com LL-37, que é um peptideo antimicrobiano, foram reguladas
positivamente em suas capacidades endociticas, aumentaram a expressao de
receptores fagociticos e suas fungdes. CDs tratadas com LL-37 pré-incubadas
com LPS (CD maduras) tiveram aumento da expressdo de moléculas co-
estimulatérias e aumentaram a secrecédo de IL-12, promovendo resposta Th1 in

vitro (Davidson et al., 2004).

A secrecao de TNF-a, estimulada pela atuacdo INF-y, é requerida para
formacao de granuloma bem formado necessario para determinar a resisténcia ou
susceptibilidade dos camundongos a PCM (Souto et al., 2000). Este fato é
evidenciado por outros autores (Souto et al., 2000; Deepe et al., 2000), que
demonstraram que camundongos knockout para p55, receptor de TNF-y, s&o mais
susceptiveis a PCM. Ha evidéncias que relacionam a redug¢ao na produg¢ao de NO
com a diminui¢ao da formagao de granulomas, levando ao aumento do numero de
células de leveduras viaveis (Borges-Walmsley et al., 2002; Souto et al., 2000).
Nos observamos diminuicdo nos niveis de TNF-a. no sobrenadante de cultura de
macrofagos ativados provenientes da medula 6ssea, na presenca de P4 e P23,

contudo essa reducéo na producao de TNF-a n&o é estatisticamente significante.
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Nosso laboratorio também demonstrou em experimentos in vivo, que gp43
diminui edema de patas no modelo de infec¢ao por BCG (dados nao publicados).
Esses dados corroboram com nossos resultados, que demonstraram diminuicao
nos edemas das patas camundongos quando BCG foi co-injetado com P4 e P23.
Esta diminuicdo no edema foi evidente e significante nas primeiras 24 horas
depois da infeccao e foi mantida durante 5 dias de observagdo. Esses dados
sugerem que os peptideos aparentemente atuam como antiinflamatério
principalmente na fase aguda da resposta inflamatéria e ndo sdo especificos ou
limitados a infeccdo com PCM. Visto que P4 e P23 estdo expostos na superficie
da molécula, podemos sugerir que esses peptideos tenham um papel central na
funcdo moduladora imune da gp43.

Em conclusdo, nds identificamos os peptideos P4 e P23, que sao
sequéncias expressas na superficie da gp43 nativa e possuem efeitos inibitérios
sobre resposta inflamatéria. Esses peptideos parecem atuar principalmente no
inicio do processo inflamatério e ndo sao especificos ou limitados a PCM. Mais
ainda, provavelmente P4 e P23 sdo os peptideos responsaveis pela funcao
imunomoduladora da gp43. Assim nossos achados ampliam as perspectivas para
caracterizacdo dos mecanismos de protecdo e escape do parasita no curso da
infeccdo em nivel molecular e podem levar a descricdo de pequenas moléculas

com aplicagao na pratica geral.

51



6. Conclusdes




Conclusbes

6. Conclusoes

e Os peptideos P4 e P23 expressos na superficie da molécula gp43 inibem a

funcao fagocitica de macrofagos derivados de medula éssea;

e Na presenca dos peptideos P4 e P23, macrofagos derivados de medula
Ossea desafiados com zymosan diminuiram a producdo de NO e
aumentaram a liberagao de H,O,, dados esses importantes ja que NO é o

principal mecanismo de defesa do hospedeiro contra P. brasiliensis;

e Houve diminuigdo na liberagdo de TNF-a por macrofagos derivados de
medula 6ssea desafiados com zymosan, contudo esse aumento n&o foi

significativo;

e Camundongos co-infectados com BCG e P4 ou P23 tiveram diminuigdo na
resposta inflamatéria aguda, sugerindo que os peptideos selecionados da

gp43 possuem acao antiinflamatéria ndo especifica apenas para PCM.
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8. Abstract




Abstract

8. Abstract

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic granulomatous disease
caused by Paracoccidioides brasiliensis, a thermal dimorphic fungus. Its major
antigen is a 43-kDa glycoprotein. Gp43 embodies different functions: it participates
in the evasion mechanisms during the installation of primary infection and
stimulates granuloma-like formation in vitro, presenting T-cell epitopes that induce
protective response against the fungus. Here, we investigated which epitopes from
gp43 could inhibit both, macrophage functions and inflammatory reaction. Different
gp43 peptides, spanning the entire sequence of the molecule, were added to
cultures of bone marrow-derived macrophages. After challenge with zymosan,
phagocytic indexes were measured. Peptides expressed on the molecule surface
were determined by graphic analysis using the Protean module; DNAstar Inc. Two
peptides which decreased phagocytic index and were expressed in surface of
molecule, P4 e P23, were selected for further studies. It was shown that both, P4 e
P23 inhibited the release of NO by zymosan stimulated macrophages while
enhancing release of H,O,. The release of TNF-a in culture supernatants from in
vitro phagocytic tests was also inhibited in their presence. In vivo assays with
Mycobacterium bovis - bacillus Calmette-Guérin (BCG) demonstrated that these
peptides also presented non-specific anti-inflammatory property.

Key words: peptides, Paracoccidioides brasiliensis, GP43, macrophage,

inflammation
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Abstract

Paracoccidioidomycosis (PCM) is a systemic granulomatous disease caused
by Paracoccidioides brasiliensis (Pb), a thermal dimorphic fungus. Its major antigen
is a 43-kDa glycoprotein. Gp43 embodies different functions: it participates in evasion
mechanisms during the installation of primary infection, stimulates granuloma-like
formation in vitro and presents T-cell epitopes that induce protective response
against the fungus. Here, we investigated epitopes from gp43 inhibitory of both,
macrophage functions and inflammatory reaction. Different gp43 peptides, spanning
the entire sequence of the molecule, were added to cultures of bone marrow-derived
macrophages. After challenge with zymosan or Pb cells, phagocytic indexes were
measured. Peptides expressed on the molecule surface were determined by graphic
analysis using the Protean module; DNAstar Inc. Two peptides which decreased
phagocytic index and were expressed at the surface of the molecule, P4 and P23,
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1. Introduction

Paracoccidioides brasiliensis is a thermal dimorphic fungus that causes a
systemic granulomatous disease, Paracoccidioidomycosis (PMC), a mycosis
prevalent in Latin America. The disease occurs mainly in males, whose infections
probably begin by inhalation of fungal propagules which, once in the lungs, transform
into the pathogenic yeast forms [1].

The main antigenic component of P. brasiliensis is a 43-kDa secreted high-
mannose glycoprotein (gp43). It is recognized by 100% of patient’s sera [2] being,
like other fungal components, a ligand to concanavalin A. Gp43 plays different roles
in the pathogenesis P. brasiliensis. On the one hand, the molecule participates in the
installation mechanisms of primary infection by inhibiting both, phagocytosis and
fungal intracellular killing [3]. On the other, depending on the route of immunization,
the whole fungus, which express the molecule on its surface, may induce protection
[4]. Gp43 also strongly stimulates in vitro granuloma-like formation by B-1 cells and
macrophages [5]. One peptide named P10 (QTLIAIHTLAIRYAN), derived from its
sequence, was shown to mediate specific T-cell activation, leading to protection
against PCM in BALB/c mice without eliciting antibody production against the native
antigen [6]. Such protection is characterized by a few well developed lung
granulomas with either non viable yeast forms or by completely resolved lesions [7].

Considering that the whole gp43 molecule induces inhibition of phagocytosis,
NO and H,O; production by macrophages [3, 8], in the present study we investigated
whether peptides derived from the molecule could be endowed with similar abilities,
reducing macrophage functions and inflammatory response in an attempt to further
understand the roles played by gp43 on the establishment and pathogenesis of the

disease.



2. Material and methods

2.1. Abbreviations
Abbreviations for amino acids and nomenclature of peptide structures followed the

recommendations of the IUPAC-IUB (Commission on Biochemical Nomenclature) [9].

2.2. Mice
Male or female BALB/c mice, 6-8 week-old, were obtained from CEDEME animal
facility from Federal University of Sdo Paulo (UNIFESP), SP, Brazil. Animals were

sacrificed according to the Ethics Committee of UNIFESP.

2.3. Fungi and Purification of gp43

P. brasiliensis B-339, obtained from A. Restrepo-Moreno, Colombia, was grown in
yeast extract-peptone-dextrose (YPD) liquid medium for 7 days at 36°C. For gp43
purification, the exoantigen was prepared as described [10] and passed through an
Affi-gel 10 (Bio Rad Laboratories, Hercules, CA) column with bound anti-gp43
monoclonal antibody (mAb) 17c¢ [11]. Gp43 was eluted with 0.1 M citric acid, pH 2.8,
neutralized with 1 M Tris, pH 9.0, and further concentrated in a 10K Amicon
apparatus (Amicon Division, Beverly, MA). Protein content was determined by the
Bradford method [12] and every purification step was monitored by sodium dodecyl

sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis SDS-PAGE [13].

2.4. Peptide synthesis and purification
Peptides were kindly synthesized by Juliano MA, Federal University of S&do Paulo

(UNIFESP), SP, Brazil, by the 9-fluoroenylmethoxycarbonyl technique [14] as



described by Atherton and Sheppard [15] with an automated benchtop simultaneous

multiple solid-phase peptide synthesizer (PSSM 8 system; Shimadzu, Tokyo, Japan).

2.5. Graphic analyses of antigenicity and structural parameters of the gp43 sequence
containing P4 and P23

The Jameson-Wolff antigenic index, the Kyte-Doolittle hydrophilicity plot, Eisenberg’s
alpha helix amphipathic regions, Emini’s surface probability plot, and the Sette major
histocompatibility complex (MHC)Il motif method were graphically analyzed by using
the Protean program (protein sequence analysis) of Lasergene biocomputing
software for Windows, 1994 (DNASTAR Inc., Madison, Wis.). These protocols can
predict potential antigenic determinants for antibody recognition by combining
existing methods for protein structural predictions, starting with hydrophilicity values,
the Emini method for surface probabilities, and methods for the prediction of
backbone or chain flexibility. Flexibility parameters and hydropathy or solvent
accessibility are combined to determine the antigenic index. In the Kyte-Doolittle
hydrophilicity plot, the regional hydropathy of proteins is predicted from their amino
acid sequences. Positive values correspond in this plot to hydrophilic structures, and
negative values correspond to hydrophobic structures. Hydropathy values are
assigned for all amino acids and are then averaged over a defined window.
Amphipathic regions in helices define one polar and one apolar face. A majority of
the known helper T-cell antigenic sites involve amphipathic helices. The hydrophobic
moment of Eisenberg et al. [16] detects periodicity in protein hydrophobicity. The
Sette MHC |l motif method predicts peptide epitopes interacting with mouse MHC I
haplotype d proteins. The method for I-Ad is based on a sequence pattern derived

from hexapeptide residues of chicken.



2.6. Bone marrow-derived macrophages (BMM)

BMM were generated as previously described [17] from 6- to 8-week-old BALB/c
mice. Cultures were kept at 37°C in the presence of 5% CO2 in RPMI supplemented
with 10% fetal bovine serum and 5% of conditioned medium from cultures of L929
cells, known to be high producers of GM-CSF. Differentiated macrophages were

counted and plated at 5 x 10° cells/well onto a 24-well tissue culture plate.

2.7. Phagocytic test

Differentiated BMM were challenged with zymosan particles (Sigma®, 2 mg/ml) or 10°
Pb cells after incubation at 37°C for 1h30min or for 8 hours, respectively. Cells were
then rinsed with PBS for removal of non-internalized zymosan, fixed for 1 hiin a 2.5%
glutaraldehyde solution and stained with HEMAS3 (Fisher, Pittsburgh, PA) or Giemsa
[3]. Different concentrations of gp43 (75, 100 and 150 pg/ml) and peptides (1ug/ul for
the initial experiments and 2,5 ug/ml, 5 ug/ml, 10 ug/ml for P4 and P23 experiments)
were added to the culture medium at time zero of the experiments to evaluate their
influence on the phagocytic ability of macrophages as measured by a Phagocytic

Index (P1) [3].

2.8. Phagocytic index (Pl)
An average of 200 macrophages were counted to determine the Pls calculated as the

percent of phagocytic cells multiplied by the mean number of internalized particles

3].

2.9. NO release in the culture medium



Differentiated BMM were challenged with zymosan particles. Influence of peptides on
Pl was evaluated by adding different concentrations of P4, P23 or other irrelevant
peptide to the culture medium at time zero of the experiments. After incubation for
1h30min, culture supernatants were harvested. Four aliquots (50 ul) of each sample
were transferred to wells of 96-well flat bottom microtiter plate. A serial dilution of
NaNO; solution (5—60 umol) was prepared for standardization. A sample of 50 pl of
Greiss reagent solution (1% sulfanilamide, 0.1% naphthylethylenediamine
dihydrocloride in 2.5% phosphoric acid) was added to wells containing sample
aliquots and NaNO, standard solutions. Thereafter, the plates were read in a
microtiter plate reader (MR 4000, Dynatech, Chantilly) at 550 nm absorbance. The
amount of NO; in the culture samples was estimated through a reference NaNO,

standard curve [3].

2.10. Hydrogen peroxide (H20,) release by macrophages

Differentiated BMM were adjusted to 2x10° cells/ml in a Phenol Red solution (PBS, 5
mM dextrose, 50 ug of horseradish type Il, and 0.28 mM Phenol Red). Peritoneal
cell suspensions (100 pl) were dispensed in 96-well flat bottom microtiter plate
(Costar). Different concentrations of P4 or P23 (2.5 ug/ml, 5 ug/ml, 10 ug/ml) were
added to the wells, plates were incubated at 37°C for 1 h and the reaction stopped by
the addition of 10 pl of 1 N NaOH solution. A standard curve for the determination of
H>O, concentration in the experimental tests was constructed using H,O, solutions
ranging from 0.5 to 4 nmol. Absorbance was measured at 620nm in a microtiter plate
reader (MR 4000, Dynatech, Chantilly). Results were expressed as H,O, nmoles per

2 x 10° cells [3].



2.11. Influence of peptides on the inflammatory response

The possible influence of peptides on the inflammatory response was evaluated by
inoculation of Mycobacterium bovis - bacillus Calmette-Guérin (BCG, Butantan
Institute, Sao Paulo, Brazil) at a concentration of 100 mg/ml or Pb cells on the
subcutaneous tissue of the dorsal region of the foot-pad of female mice or male mice,
respective. Five groups of five female or male BALB/c mice (8 to 10 weeks old), were
used. 10° CFU of BCG or 2 x 10° Pb cells with or without the addition of P4, P23 or
irrelevant peptides at different concentrations (5 and 50 ug/ml) were used. The
kinetics of the inflammatory response was evaluated by dial thickness gauge
(Mitutoyo) at different time intervals (30 minutes, 2, 4, 8, 12, 24 hours and every 24

hours for 7 days) [18].



3. Results

3.1. Phagocytosis of Zymosan by BMM

Gp43 induces a dose-dependent decrease in the Pls of peritoneal
macrophages using zymosan particles [19]. Here we confirmed this property using
BMM. Cultured BMM were challenged with zymosan particles for 1h30min. Results
show that addition of gp43 to the culture medium significantly inhibits the Pls of
zymosan particles (Fig. 1A). This observation is relevant since cultures of BMM are
not contaminated with other cell types such as B-1 cells which may present similar

phagocytic properties.

3.2. Influence of peptides from gp43 on the phagocytic activity of BMM

To characterize which regions of gp43 were responsible for the inhibition
effects, different gp43 peptide sequences were tested in phagocytic assays using
BMM (Fig.1B). A reduction in the Pl was always observed except for P8 and P20.
Since gp43 inhibits the inflammatory reaction in its natural form [3], we checked
which peptides could be exposed at the surface of the protein, as the Kyte-Doolittle
plot deals with polar and non-polar sequences, the former having higher probability of
being exposed (Figure 2). So, peptides P7 and P18 produced the smallest PI
indexes, but their probability of being at the protein surface was low. Contrarywise,
P4 and P23 showed significant inhibition of phagocytosis with high probability to be at
the gp43 surface. These data justified the use of these peptides in further
experiments. To avoid affinity differences between single peptides and the whole
gp43 molecule, peptides were always used at concentrations of approximately one

hundred fold higher than the concentration used for complete protein.



Similar experiments were performed using different concentrations of newly-
synthesized extended P4 (with 5 more amino acids from P3 and P5 at its beginning
and end, respectively) and P23 (with 5 more amino acids from P22 and P24). These
extended peptides intended to avoid splitting possible binding domains laying
between two peptide junctions thus diminishing their activity with challenged with
zymosan (Fig. 3A) or Pb cells (Fig. 3B). Phagocytosis inhibition was similar and

observed with all concentrations tested.

3.3. Influence of P4 and P23 on the liberation of NO and H,O, by BMM

NO, H,O, and other free metabolites are related with the killing capacity of
macrophages [20]. Popi et al. [3] demonstrated that gp43 down-regulated NO
liberation by peritoneal macrophages from PCM resistant mice. We observed that
both, P4 and P23, at different concentrations, also significantly down-regulated NO
liberation by BMM stimulated with zymosan particles (Fig. 4A and 4B). Conversely,
H>O, liberation by BMM stimulated with zymosan particles was enhanced when
treated with P4 or P23, as shown in Fig 4C. Addition of P4 or P23 alone, in the

absence of zymosan, had no influence on both, NO and H,0O, release (Fig. 4).

3.4. Footpad Swelling Test (FPT)

Considering the inhibitory effect of P4 or P23 observed in vitro, we
investigated whether these peptides had any effect on the kinetics of inflammation
elicited by BCG or Pb cells inoculation into the subcutaneous tissue of the animals.
Fig. 5 shows a significant decrease in FPT swelling indexes with addition of P4 or
P23 in the first 24 hours after inoculation either with BCG (Fig. 5A and B) or Pb cells

(Fig. 5C and D). After 24 hours FTP indexes were equivalent to control groups and



were so maintained until the end of the assay (7 days). These data indicate that both
peptides are endowed with anti-inflammatory activity at least in the initial phase of the

inflammatory response.



4. Discussion

The mechanisms which govern Pb establishment and subsequent infection in
humans and experimental animals are poorly understood. Our group has
demonstrated that Gp43 mediates an escape mechanism by down regulating
macrophage functions in vitro [3]. These data allowed us to hypothesize that
inhibition of macrophage functions might facilitate the homing of parasite in host’s
tissue, at least in the initial phase of infection, since phagocitosys of Pb is mediated
by mannose receptors on macrophage surface [8, 19]. This finding was further
demonstrated when polyclonal antibodies directed to some gp43 epitopes induced a
marked decrease on the phagocytic indexes of macrophages challenged with Pb [8].
However, a mAb which recognizes a peptidic epitope of gp43 did not interfere with
the interaction macrophage—Pb [8]. These data attest the participation of gp43, the
main antigenic molecule secreted by the fungus, on its uptake by macrophages [8].
Several proteins have been described as able to exert multiple and different
functions, the best example of which are those from the extracellular matrix such as
laminin and fibronectin. Besides acting as binding molecules, they are also able to
alter phenotypic behavior of some cells, as well as to help in their development,
differentiation and migration [23]. While these characteristics are not an uncommon
feature, since they can be shown for a variety of molecules, their specific sequences
or configurations responsible for each of those functions have not been frequently
pinpointed.

The various attributes so far described for gp43 allows its adding to that list. It
has been caracterized as a ligand to both, laminin and fibronectin [24, 25] and, when

bound to the former, it was able to increase the virulence and pathogenicity of P.



brasiliensis [24]. This finding was not unique since similar consequences had already
been described for Trichomonas vaginalis and Tritrichomonas foetus [26].

As far as PCM is concerned, gp43 might also have a role in the protection
mechanisms against the fungus. Previous work demonstrated that the primary
subcutaneous infection with P. brasiliensis, which expresses gp43 on its surface, led
to immune protection or exacerbated disease depending on the route of challenge
[27]. The protective effect of this glycoprotein against experimental infection in mice
and humans was confirmed after immunization with peptide P10, part of the
sequence of gp43 [6]. This has been one of those few examples in which a short
sequence of the whole molecule was correlated with one very specific function.

The above mentioned results indicating that the molecule can also act as
evasion mechanism of the fungus suggest that gp43 might have peptides able to
shelter Pb in macrophage vacuoles. These two properties of gp43, evasion first and
induction of protection after, are divergent but not contradictory. We hypothesize that
these distinct responses for the same glycoprotein are due to discriminated peptides
of gp43 acting at different times of the immune response. The escape property
induced by the molecule is non-specific and probably involved with the establishment
of the disease. Once infection is established, immune mechanisms can support the
protective effect of the molecule as observed after P10 immunization. These peptides
can be enrolled among Bioactive Natural Peptides found in different vertebrate and
invertebrate species which mediate a number of physiological responses that lead to
protection or facilitation of the organisms against infections. They are often
characterized by short amino acid sequences and found either free or encrypted in

proteins, thus requiring enzymatic hydrolysis for their release [28].



Recently, it has become evident that some endogenous peptides, generally
named Antimicrobial Peptides (AMPs), can also act as immune modulators and that
their production may depend on the host immune response to infections, involving
inflammation and vascular effects [28]. Production of biologically active AMPs may be
constitutive or inducible, and dependent on the species, tissue type, cellular lineages
and/or differentiation stage of the cells [29]. Those peptides stimulate a broad range
of effects relevant to inflammation, innate immunity and adaptive immunity,
interacting with innate immune cells (neutrophils and epithelial cells) and with cells
that bridge the innate and adaptive immune system (monocytes, macrophages,
dendritic cells) [28]. This suggests that these peptides can activate, inhibit or increase
immune cellular functions. So, we considered the possibility that, as happens with the
protective activity of P10, gp43 might have specific sequences responsible for its
down regulatory activity on macrophage functions.

Herein we demonstrated that gp43 and its derived peptides P4 and P23 inhibit
phagocytosis of zymosan particles by BMM. The choice of the peptides was carried
out by measuring their activity in phagocytosis assays. Analyses of the probability of
these peptides responsible for smaller rates of Pls being expressed at the surface of
the molecule helped in their selection. Since these sequences were not originally
overlapping, and considering the possibility of losses in activity for broken
sequences, the chosen peptides P4 and P23 were synthesized with addiction of 5
previous and subsequent amino acids of the gp43 sequence
(NLGRDAKRHLSKHWDTFITEDDFKNIA4AGL and AFEVGAGWYFWTWKTEGAPGW
DMQD). This detail, however, did not modify their activity. Our observations indicated
that the addition of P4 and P23 peptides to BMM cultures modulated phagocytosis in

vitro of both, BCG or P. brasiliensis cells.



NO liberation by activated macrophages inhibits the transformation of P.
brasiliensis conidia to yeast, preventing the establishment of the disease [30]. Gp43
impairs macrophage phagocytosis and destruction of Pb by modulating the liberation
of intermediary reactive molecules of oxygen and nitrogen, mediators involved in their
microbicidal activity [3,8]. NO production by peritoneal macrophage challenged with
zymosan particles is inhibited when gp43 in natura is added to culture [3]. Results
here presented showed similar effects using BMMs and either P4 or P23 peptides.
The absence of a dose dependent curve and the fact that higher concentrations of
peptides induce less NO production are probably due to the circumstance that we
always worked outside that dose-response range. Studies are now being conducted
to better explain these findings. Our data also indicate that H,O, release by similar
assays was stimulated by those peptides, supporting the idea that the fungicide
activity is independent of H,O, production [20]. This finding reinforces the importance
of P4 and P23 on NO production, assumed as the most important response against
P. brasiliensis [1,30]. There is evidence correlating reduced NO production with
diminution of granuloma formation, leading to increased numbers of viable yeast cells
[1,21]. Despite being measured, no difference was seen for TNF- a levels (data not
shown). Thus, our experiments with NO could not be correlated with levels TNF- a in
culture. This parallel expect phenomenon (TNF-a increase), however, justifies further
experiments.

Our laboratory also showed that gp43 inhibits footpad edema in the BCG
mouse model [unpublished data]. Our findings corroborated these results by showing
edema diminution in mice footpads when BCG or Pb cells were co-injected with P4 or
P23. This decrease in edema was noticeable and significant in the first 24 hours after

injection and maintained for seven days of observation. These data indicate that the



peptides apparently can act as anti-inflammatory agents mainly in the acute phase of
the inflammatory response and are not specific to PCM infection. Since they are
exposed at the molecule surface, it can be assumed that they play a central role in
the immune modulating functions of gp43. Our findings open a new approach to
characterize mechanisms of protection or escape of parasites in the course of
infection at molecular levels and may lead to the description of small molecules with

application in the general practice.
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Legends to Figures

Fig. 1. Influence of gp43 and 14 peptides spanning the whole sequence of the native
gp43 molecule on the phagocytic indexes (Pl) of zymosan by BMM from BALB/c
mice. (A) Gp43 inhibited phagocytosis when added to the culture medium on
concentrations of 75, 100, and 150 ug/ml. (B) Peptides derived from gp43 inhibited
phagocytosis when added to the culture medium. Cells were stained with HEMAS3
and counted to determine Pls with an optical microscope (x100). Significance (*p <
0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.0001) was obtained when treated cells were compared

with control group.

Fig. 2. Graphic analysis of a 28 and 25-amino-acid fragments (represented by the
scale at the bottom) from the gp43 sequence containing P4 (A) and P23 (B). (a)
Jameson-Wolff antigenic index; (b) Kyte-Doolittle hydrophilicity plot (averaged to 11
amino acid sequences; negative values indicate hydrophobicity); (c) Eisenberg alpha,
amphipathic regions; (d) I-Ad regions, Sette MHC Il motifs; (e) Emini surface
probability plot. Sequences of P4 and P23 are supposed to be exposed at the

surface of gp43 molecule.

Fig. 3. Influence of peptides P4 and P23 on the Pls of zymosan or Pb yeast cells by
BMM from BALB/c mice. Macrophages were challenged with zymosan for 1h30min
(A) or Pb cells for 8 h (B). Peptides P4 and P23 inhibited phagocytosis when added
to the culture medium. Cells stained with HEMA3 or GIEMSA were counted to
determine Pl with an optical microscope (x100). Significance (**p < 0.01 and ***p <

0.0001) was obtained when treated cells were compared with control group.



Fig. 4. Influence of gp43 peptides on NO and H;O, release by BMM from BALB/c
mice challenged with zymosan. Macrophages were simultaneously challenged with
zymosan, P4 or both or zymosan, P23 or both. Macrophages were not stimulated in
control group. Peptides P4 and P23 inhibited the release of NO (A and B,
respectively). (C) Peptides enhanced the release of H,O,. Culture supernatants were
harvested and the amount of nitrite analyzed in a microtiter plate reader at 550 nm
absorbance for determination of NO, and the culture supernatants were harvested
and measured at 620 nm absorbance to determine the amount of H,O, released. *p

< 0.05, P** < 0.001 and p***<0.0001 when values were compared with control group.

Fig. 5. Effect of treatment with P4 and P23 on the evolution of BCG-induced edemas
(A and B) or Pb cells (C and D) in the footpad of mice (n=5 per group). P** < 0.001

and p***<0.001 when values were compared with control group.
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