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RESUMO

Paracoccidioides brasiliensis € um fungo termo dimérfico, agente etiologico de
uma micose sistémica denominada paracoccidioidomicose (PCM). Descrita em
1908 por Adolf Lutz, esta micose € uma doenca endémica rural e suburbana,
prevalente nas areas tropical e subtropical da América Latina, com 80% dos
casos descritos no Brasil. A infeccdo pode ser adquirida por via respiratoria,
através da inalacdo de particulas infectantes ou esporos, produzidos pela
forma micelial do fungo e transportados pelo ar. A infec¢do primaria geralmente
ocorre nos pulmdes e pode levar a insuficiéncia pulmonar crénica, resultante do
desenvolvimento de fibrose, que ocorre simultaneamente com 0 processo
inflamatorio, infiltracdo de leucocitos e processos cronicos granulomatosos.
Entre os antigenos de P. brasiliensis, € de notavel destaque a proteina Pb27,
gue € um antigeno amplamente estudado e que tem demonstrado grande
potencial como indutor de resposta imune protetora, bem como, marcador para
imunodiagnostico da PCM. Neste trabalho, esse antigeno foi utilizado com o
objetivo de determinar a resposta inflamatéria pulmonar induzida pela
imunizacdo com a proteina Pb27r e pelo tratamento com o quimioterapico
Fluconazol. Para tanto, animais foram imunizados com a proteina Pb27r e,
posteriormente, infectados com células leveduriformes da cepa virulenta de P.
brasiliensis PB18 e receberam tratamento quimioterapico apos a infeccéo
desafio. As unidades formadoras de col6nia foram determinadas ap6s 30 e 90
dias de infeccdo e em ambas a imunizacdo mostrou efeito protetor. Além disso,
foram determinados niveis de anticorpos produzidos pelos animais antes e
durante a infeccdo, através de ensaios de ELISA. Coloracdes histologicas,
como Hematoxilina/eosina e Tricrbmico de Masson, foram utilizadas na
classificacao de infiltrados inflamatérios e na deteccao de fibrose pulmonar. As
técnicas de Imunohistoquimica e Western Blot, foram utilizadas de forma
gualitativa e quantificativa, respectivamente, para a marcacdo das moléculas
TLR2 e TLR4, CCR7, Caspase 3 ativa, VEGF e VEGFR-2 e na deteccdo de
fibras de colageno tipo |. Foram detectados, também, a partir da técnica de
PCR em Tempo Real, os niveis de citocinas pré e anti-inflamatérias e das
enzimas eNOS e iNOS. A analise conjunta dos resultados obtidos mostrou que

Pb27r agiu modulando positivamente os mecanismos de resposta inflamatéria
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e, Como consequéncia, induziu prote¢do aos animais imunizados. A imunizagao
foi caaz de induzir maior protecao e restabelecer a homeostase pulmonar apés
a infeccdo desafio, além de influenciar ativamente a vascularizagdo pulmonar,
a producao de 6xido nitrico pelas células endoteliais e impedir a exacerbacao
da resposta inflamatdéria e de fibrose pulmonar.
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ABSTRACT

Paracoccidioides brasiliensis is a thermal dimorphic fungus and known to be the
etiologic agent of a systemic mycosis called paracoccidioidomycosis (PCM).
Described in 1908 by Adolf Lutz, this mycosis is rural and sub urban endemic
disease, prevalent in tropical and subtropical areas of Latin America, with 80%
of cases reported in Brazil. The infection may be acquired by the respiratory
route through inhalation of infecting particles or spores, produced by the fungus
mycelial form and transported by air. Primary infection usually occurs in the
lungs and may also lead to chronic pulmonary insufficiency, resulting from the
fibrosis development, which occurs simultaneously with the inflammation and
leukocyte infiltration. Among antigens of P. brasiliensis, is especially remarkable
Pb27 protein, an antigen which is extensively studied and has shown significant
potential to induce a protective immune response and as marker for
immunodiagnosis of PCM. In this work, this antigen was used to determine the
pulmonary inflammatory response induced by immunization with the protein
Pb27r. To this end, animals were immunized with the protein Pb27r and
subsequently infected with 3 x 10° yeast cells of the virulent strain of P
brasiliensis (PB18) and received chemotherapeutic treatment 30 days after
challenge infection. The UFCs were determined were determined 30 and 90
days after infection and in both the immunization had a protective effect. In
addition, antibody levels produced by the animals before and during infection
were determined by ELISA assays. Histological staining (He and Masson's
trichrome), were used in the classification of inflammatory infiltrates and the
detection of pulmonary fibrosis. The techniques of Immunohistochemistry and
Western blot were used in a qualitative and quantificative form (respectively) for
the marking of TLR2 and 4 receptors, chemokine receptor CCR7, active
Caspase 3, VEGF and its receptor VEGFR-2 and for the detection of collagen
fibers Type I. Levels of pro and anti-inflammatory cytokines and eNOS and
INOS enzymes were also detected using the technique of RT-PCR. The joint
analysis of the results showed that the recombinant protein Pb27 acts positively
modulating the mechanisms of inflammatory response and consequently
induces protection of immunized individuals. The immunization has the ability to

induce greater protection and restore pulmonary homeostasis after challenge
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infection and also actively restore the pulmonary vasculature, nitric oxide
production by endothelial cells and prevent the exacerbation of inflammation

and lung fibrosis.
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.. INTRODUCAO

1.1 ASPECTOS GERAIS DA PARACOCCIDIOIDOMICOSE

A paracoccidioidomicose (PCM), também conhecida como blastomicose
brasileira, blastomicose sul-americana e doenca de Lutz-Splendore-Almeida, foi
descrita inicialmente em 1908, por Adolfo Lutz (1855-1940). Quatro anos
depois, Splendore descreveu novos casos e estudou a morfologia do fungo,
denominando-o Zymonema brasiliensis. Posteriormente, em 1930, Floriano
Paulo de Almeida, instituiu a denominacdo Paracoccidioides brasiliensis. O
termo paracoccidioidomicose foi instituido em 1971 na reunido de micologistas
das Ameéricas em Medellin e persiste, até hoje, como nomenclatura oficial
(Lacaz, 2002; Oliveira, 2012).

A PCM ¢é causada pelo fungo Paracoccidioides brasiliensis, que
taxonomicamente encontra-se no Reino: Fungi, Filo: Eumycota, Classe:
Hyphomycetes, @ Ordem: Moniliales, Familia: Moliniaceae, Género

Paracoccidioides e Espécie brasiliensis (Lacaz, 2002; Oliveira, 2012).

O fungo P. brasiliensis conhecido apenas em sua forma assexuada, apresenta
dimorfismo termo dependente e pode apresentar aspectos morfolégicos
distintos, dependendo do meio de cultivo e, principalmente, da temperatura de
incubacéao (Lacaz, 2002; Oliveira, 2012).

Crescendo na natureza (temperatura 25°C), é observado com estruturas
filamentosas contendo propagulos infectantes chamados conidios, sob a forma
de colénias brancas, aderentes ao meio. Microscopicamente, observam-se
hifas delgadas, hialinas, septadas, multinucleadas e ramificadas com producéo
de clamiddsporos terminais ou intercalares os conidios, auséncia de corpo de
frutificacdo. Esta forma é denominada de saprofitica ou micelial (Brummer et.
al., 1993; Lacaz, 2002).

Uma vez inalados ou quando cultivados a 35°C-37°C (temperatura corporal),
em meios enriquecidos, desenvolve colénias de coloracdo creme, chamadas
cerebriformes ou leveduriformes. Ao microscopico verifica-se a presenca de

células arredondadas ou ovais, medindo de 5 a 25 uym de diametro,
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multinucleadas, com paredes celulares espessas, birrefringentes, rodeadas por
multibrotamentos, esta forma € denominada de variante L ou levedura. Esta
fase é conhecida também como parasitaria, pois é encontrada causando lesdes
nos tecidos do hospedeiro humano ou animal. O fenbmeno de mudanca de
forma conforme a temperatura descrito acima é denominado dimorfismo, e é

reversivel (Brummer et. al., 1993; Lacaz, 2002).

Até o momento, nao foi totalmente esclarecido o habitat natural e as condicbes
de vida saprofitica de P. brasiliensis. Em funcdo das caracteristicas ecoldgicas
das regides endémicas acredita-se que o patdgeno habite preferencialmente
ambiente umido, com temperaturas médias anuais entre 18°C a 24°C e indices
pluviométricos elevados. Estudos demonstraram que P. brasiliensis € capaz de
se desenvolver tanto em solos argilosos quanto em arenosos, desde que a taxa
de umidade seja elevada (Tercarioli et. al., 2007; Bagagli et. al., 2008). Até
recentemente, os humanos eram tidos como o0s Unicos hospedeiros
naturalmente infectados por este fungo. Atualmente, o fungo P. brasiliensis ja
foi isolado do trato intestinal de morcegos — Artibeus lituratus, do figado e colon
de sagui — Saimiri sciureus, das fezes de pinglim — Pygoscelis adeliae e do
figado, baco, pulmdes e linfonodos mesentéricos de tatus-galinha - Dasypus
novemcinctus. Os tatus-galinha ndo s&o apenas reservatérios de P.
brasiliensis; sdo também acometidos por PCM, com desenvolvimento de
granulomas ricos em células leveduriformes comprovados por exame
anatomopatolégico dos orgaos acima mencionados (Bagagli et. al., 1998;
Brummer et. al., 1993; Lacaz, 2002; Oliveira, 2012)

A micose apresenta distribuicdo geografica restrita a paises da América Latina,
apresentando maior incidéncia no Brasil, Venezuela e Colémbia. O Brasil
concentra cerca de 80% dos casos. Ha regifes com alta prevaléncia da doenca
situadas ao lado de outras com prevaléncia muito baixa. A estimativa da sua
incidéncia em areas endémicas da América Latina € de um a trés casos por
100.000 habitantes (Brummer et. al., 1993). Ainda, estima-se que a taxa anual
de incidéncia entre a populacédo brasileira seja de 1-3 por 100.000 habitantes e
a de mortalidade, de 0,14 por 100.000 habitantes (Wanke e Aide, 2009)



Calcula-se que nas regides endémicas existam, aproximadamente, 10 milhdes
de pessoas infectadas por P. brasiliensis, no entanto, a maioria ndo apresenta
sintomas clinicos. No Brasil sdo encontrados em quase todas as regifes do
territério nacional: Sul, Sudeste, Centro-Oeste e Norte, sendo que casos
esporadicos da doenca tém sido relatados no Nordeste (Moreira, 2008).

Entre 1980 a 1995, foram registrados 3181 6bitos por PCM no Brasil, o que
representa média anual de 198,81 mortes e uma taxa de mortalidade de
1,45/milh&o de habitantes. E esta taxa foi de 1,0/milh&o de habitantes de 1996
a 2006. Esta micose foi responsavel pela maior parte do numero total de
mortes atribuidas as sete principais doencas sistémicas fungicas. Essa taxa de
mortalidade é a maior entre as micoses sisttmicas e € a oitava entre as
doencas infecto-parasitarias cronicas recorrentes, superando inclusive a
leishmaniose. Isso demonstra que a doenca possui grande magnitude e
pequena visibilidade (Coutinho et. al., 2002; Martinez, 2010).

O expressivo numero anual de novos pacientes, o grande contingente de casos
com seguimento prolongado e as caracteristicas médico-sociais mencionados
acima revelam a ampla dimensdo da PCM como um problema de saude
publica no Brasil e enfatiza a sua condi¢cdo de doenca negligenciada (Martinez,
2010). Contudo, como a PCM né&o é uma doenca de notificacdo compulsoria,
os calculos de prevaléncia, incidéncia e morbidade da micose sdo baseados
em relatos de inquéritos epidemioldgicos (Shikanai-Yasuda et. al., 2006). O fato
de que a notificacdo de casos da doenca ndo é obrigatodria, € talvez a principal
razao pela qual paracoccidioidomicose seja negligenciada no planejamento da

saude publica no Brasil (Martinez, 2010).

O grande fator de risco para aquisicdo da infeccdo sdo as profissbes ou
atividades relacionadas ao manejo do solo, contaminado com o fungo. A PCM -
infeccéo é prioritariamente adquirida nas duas primeiras décadas de vida, com
maior incidéncia entre 10 e 20 anos de idade. Porém, a evolugdo para doenca
raramente acontece neste periodo. Estudos de casuistica mostram que 3% a
10% dos pacientes com a doenca tém menos de 15 anos de idade (Brummer
et. al., 1993). A PCM Doenca € mais comum em individuos entre 30 e 50 anos

de idade, e acontece como reativacdo de foco enddgeno latente e depende de
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fatores relacionados tanto ao agente infeccioso quanto ao hospedeiro
(Palmeiro et. al., 2005). A maioria dos casos de paracoccidioidomicose ocorre
em individuos do sexo masculino (com propor¢do que varia de 5,4 a 10,0
homens para cada mulher acometida) (Blotta et. al., 1999; Marques, 2003).
Essa diferenca ndo ocorre na infancia, onde a infeccdo e a doenca se
distribuem uniformemente entre ambos 0s sexos, nem em inquéritos
soroepidemioldgicos com paracoccidioidina, onde ndo h& diferenca entre os
sexos nas taxas de PCM - infeccdo. O que sugere que a progressdo da
infeccéo para doencga seja muito mais comum nos homens (Moura 2008).

A doenca geralmente tem maior propensédo em individuos, fumantes e etilistas
cronicos, cujas condicdes de higiene, nutricionais e socioeconémicas sao
precarias, ha casos desta micose associados a infeccao pelo HIV, neoplasias
e, mais raramente, a transplantes de 6rgaos. A maioria dos pacientes, quando
procuram atencédo médica, ja sairam da area endémica, residindo em centros
urbanos onde exercem outras atividades, néo ligadas ao trato do solo (Moura,
2008). A enfermidade € considerada um grave problema de saude publica
devido a existéncia de extensas areas endémicas associadas as importantes
repercussdes econdmico-produtivas dos individuos afetados. Apesar de
existirem areas endémicas bem definidas, o carater casual e ndo repetitivo das
observacOes, aliado as dificuldades de isolamento do agente etiologico,
dificulta a exata localizacdo do patdgeno no ambiente. Além disso, o
prolongado periodo de laténcia da doenca e as frequentes migracbes das
populacbes de areas endémicas tornam praticamente impossivel a
identificacdo do local onde a infeccdo foi adquirida (Ameen et. al., 2009;
Palmeiro et. al., 2005).

PCM ndo é uma doenca contagiosa de pessoa para pessoa, porém, a
patogénese da doenca ainda ndo é bem definida. Acredita-se que o homem
seja o hospedeiro acidental do P. brasiliensis. Varias portas de entrada ja foram
sugeridas para o fungo, incluindo pele e mucosa do trato gastrointestinal,

contudo, tais teorias ndo foram comprovadas (Brummer et. al., 1993).

Gonzales-Ochoa (1956) consolidou a hipotese de que o mecanismo de

infeccdo da PCM ocorria pela via area superior, por meio da inalagéo de formas
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fungicas diminutas denominadas conidios, geradas a partir da forma micelial.
Uma vez inalados, propagulos (microconidios) atingem o trato respiratorio
inferior, onde um complexo primario € formado, e sob efeitos da temperatura
corporea do hospedeiro, alguns sistemas enzimaticos do patégeno séao
ativados, permitindo a transformacdo da forma infectante em parasitéria.
Atualmente, esta via de infeccdo € a mais aceita, sendo evidenciada pelo
frequente achado de lesdes pulmonares em exames de autopsias e pelo
isolamento de P. brasiliensis em amostras de escarro e lavado brénquico de

pacientes portadores de lesdes pulmonares (Moreira, 2008).

Nos tecidos, a reatividade do hospedeiro induz reacdo inflamatéria, que
culmina na formacdo de granuloma. Este representa uma resposta do
hospedeiro ao agente agressor, na tentativa de bloquear e restringir seu
desenvolvimento, impedindo sua multiplicacdo e disseminacdo para 6rgaos e
tecidos adjacentes. A evolucédo do granuloma esta intimamente relacionada ao
tipo de resposta imune desencadeada pelo hospedeiro, bem como aos
componentes de parede liberados pelo patégeno. A PCM, assim como outras
doencas fungicas, depende da interacdo entre o fungo e a resposta
imunologica do hospedeiro para evoluir para a cura espontanea ou disseminar-
se pelo organismo. Os mecanismos relacionados a resisténcia ou a
suscetibilidade do homem ao P. brasiliensis ainda sdo desconhecidos (Wanke
e Aide, 2009; Palmeiro et. al., 2005).

1.2 FORMAS CLINICAS, DIAGNOSTICO E TRATAMENTO

A PCM apresenta-se sob duas formas clinicas diferentes, a infeccdo e a
doenca. A PCM infeccdo € assintomatica e ocorre frequentemente em
individuos saudaveis que residem (ou residiram) em areas endémicas e que
possuem reatividade ao teste de pele com paracoccidioidina. Também sao
incluidos nesta forma clinica os individuos com lesdes residuais inativas que
contém P. brasiliensis. A PCM doenca é sintomatica e, dependendo do seu

curso, se divide em aguda ou crbénica (Shikanai-Yasuda et. al., 2006).

A forma aguda ou subaguda representa cerca de 3 a 5% dos casos e se

caracteriza por pequenos periodos de incubacdo do fungo (semanas a meses),
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€ mais severa, com rapida disseminacdo para érgados do sistema reticulo-
endotelial (baco, figado, linfonodos e medula éssea) apresentando multiplas
lesdes. Ocorre em criangas e adultos jovens de forma semelhante em ambos
0s sexos, podendo eventualmente, acometer individuos até os 35 anos de
idade. As principais manifestacbes da doenca sao lifadenomegalia,
hepatoesplenomegalia, sintomas digestivos, cutaneos e sintomas
osteoarticulares. Outras manifesta¢des incluem febre, anemia e perda de peso.
O acometimento pulmonar € raro. Pacientes em geral apresentam depressao
da resposta imune celular e aumento na producdo de anticorpos especificos
(Wanke e Aide, 2009; Shikanai-Yasuda et. al., 2006)

A forma cronica (tipo adulto), com cerca de 90% dos pacientes, progride
lentamente (meses a anos) de forma silenciosa e ocorre quase exclusivamente
em pacientes do sexo masculino com idade superior a 30 anos. Afeta,
primeiramente, os pulmdes, levando a significante morbidade. Posteriormente,
a doenca pode ficar restrita ao pulmdo (unifocal) ou disseminar para outros
orgaos e tecidos (multifocal), formando lesdes secundarias nas membranas
mucosas, pele, linfonodos, glandulas adrenais e sistema nervoso central. O
envolvimento das mucosas do trato respiratério pode levar a complicacbes
como disfagia, disfonia e até obstrucédo da traquéia (Fernandes, 2011; Ameen
et. al., 2009).

Um diagnodstico rapido e preciso da PCM possibilitaria o inicio da terapia
especifica evitando maiores danos aos pulmdes, além da disseminacédo para
outros oOrgaos e desenvolvimento de fibrose. Atualmente, existem alguns
exames laboratoriais que sdo Uteis para confirmar a suspeita clinica de PCM.
Entre eles, podem-se citar os exames micolégicos, anatomopatologicos e

sorologicos (Palmeiro et. al., 2005).

O diagnéstico de certeza € estabelecido pelo encontro de elementos fangicos
sugestivos de P. brasiliensis em exames microbiolégicos (exame a fresco de
escarro ou outro espécime clinico raspado de leséo, aspirado de linfonodos).
Porém, o fungo apresenta crescimento lento em meios de cultura, demorando

em média duas a trés semanas para iniciar seu desenvolvimento em &gar



Sabouraud-dextrose, a temperatura ambiente ou a 37 °C (Palmeiro et. al.,
2005).

A identificacdo do parasito em tecidos (anatomopatoldgico) constitui método
diagnéstico de grande relevancia, sendo muito utilizado na prética clinica. A
biépsia é recomendada para o diagnostico definitivo e mostra um granuloma
com células gigantes e blastoporos, estruturas como cistos, com
aproximadamente 30 ym de didmetro, geralmente seguidos por esporos filhos.
As coloragdes nitrato de prata metenamina (Groccott-Gomori) e PAS sao
empregadas para evidenciar 0 microrganismo, porém nem sempre é possivel
realizar este tipo de exame (Shikanai-Yasuda et. al., 2006; Palmeiro et. al.,
2005).

Os testes sorologicos revelam a existéncia do microrganismo antes mesmo dos
exames cultural e histopatologico, e sdo de amplo uso na confirmacdo da
doenca A sorologia para a PCM, além de auxiliar no diagnostico, € util no
controle de cura dos pacientes. Com o uso de técnicas padronizadas e
antigenos adequados, a sensibilidade e a especificidade desses testes variam
de 85% a 100%. Dentre os métodos diagndsticos indiretos, as reacdes
sorologicas sdo as mais utilizadas na pratica clinica (Camargo, 2008; Blotta et.
al., 1999).

O tratamento da paracoccidioidomicose consiste em duas fases: ataque e
manutencado. O tratamento de ataque corresponde ao controle imediato dos
sinais e sintomas da doenca, como também reducéo da carga parasitaria para
a recuperacao da imunidade celular do hospedeiro, passo fundamental para o
éxito do tratamento. A terapéutica de manutencdo é realizada por tempo
prolongado (de meses a anos), até que se obtenham critérios de cura,
buscando reduzir o risco de recorréncia da doenca. Em funcao disto existe uma
busca continua para novos tratamentos (Palmeiro et. al., 2005; Fernandes,
2012).

Para o tratamento da PCM, tém-se disponiveis diversos medicamentos
eficazes, mas com limitacdo decorrente de sua toxicidade, interacao

medicamentosa ou custo. De modo geral, P. brasiliensis € um fungo sensivel a
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maioria das drogas antifingicas As drogas eficazes contra a
paracoccidioidomicose compreendem trés grupos: Anfotericina B, do grupo de
antibidticos poliénicos; sulfadiazina e outros compostos sulfanilamidicos; e o

grupo de drogas azélicas com atuacao sistémica (Marques, 2003).

As Sulfonamidas, apesar da menor eficAcia em comparacdo com os demais
esquemas terapéuticos da PCM, tem custo relativamente baixo e esta
disponivel na rede publica de saude de quase todos 0os municipios do Brasil. A
sulfamidoterapia, também pode ser usada como terapia de manutencéo, a ser
iniciada apos seis meses de tratamento com outra droga, com a finalidade de
reduzir as recidivas da doenca, que sdo muito comuns. Devido a menor
eficacia antifingica dessa classe de drogas, sugere-se um tratamento mais
longo, de dois a cinco anos, se for usada isoladamente. A taxa de recidivas &
alta: pode atingir 35% nos pacientes acompanhados por 10 anos apos a
interrupgéo do tratamento (Brummer et. al., 1993).

A Anfotericina B foi a segunda droga introduzida no tratamento da PCM e
possui ampla acédo antifungica. Por ser mais eficiente do que as sulfonamidas
tornou-se a principal ferramenta para o tratamento de pacientes com a doenca
severa disseminada. Apesar disso, apresenta elevada toxicidade sistémica,
sobretudo renal, e por ser administrada por via endovenosa, deve ser
reservada para casos graves de PCM, que necessitem de pronta intervencao.
As apresentacdes lipossomais da droga tém toxicidade bastante inferior, porém
seu custo € muito elevado. A resposta terapéutica € usualmente rapida e a
duracéo do tratamento depende do estado do paciente e gravidade da doenca.
Casos de recidiva sdo comuns, em 15 a 25% (Shikanai-Yasuda et. al., 2006;
Marques, 2003).

Os derivados azdlicos constituem opc¢ao de grande uso no tratamento conta P
brasiliensis. Seu uso, na maioria dos casos, pode ser suspenso com seguranca
apos 12 a 18 meses de tratamento. Os Azois tem se mostrado eficientes para
0s propositos clinicos, apresentando poucos efeitos colaterais e alguns casos
de recidiva (Visbal et. al., 2005). Entre os azéis, o Itraconazol tem sido a droga
de escolha, por sua maior eficacia e tolerancia. Permite o controle das formas

leves e moderadas da PCM em menor tempo e com menor taxa de recidivas,
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isto €, 3% a 5% dos casos. O Cetoconazol,é uma alternativa de custo menor,
também eficaz; entretanto, possui hepatotoxicidade significativa e interagédo
com inimeras drogas. A taxa de recidiva em seguimento de trés anos apos sua
suspensao é de 11%. O Fluconazol,.é utilizado por via endovenosa como droga
de escolha em casos de PCM do sistema nervoso central, por ser o azélico que
possui melhor penetracdo na barreira hematoencefalica (Visbal et. al., 2005 ,
Brummer et. al., 1993).

O sucesso da terapia depende tanto do antifingico utilizado, como do grau de
disseminacdo das lesbes e da capacidade imunolégica do paciente. Apesar da
existéncia de um numero consideravel de op¢bes de terapia utilizadas para o
tratamento da PCM, a eliminacdo do fungo nos tecidos € demorada, e 0s
doentes devem ser periodicamente examinados por meio de exames clinicos e
complementares, para avaliar a regressdo dos sintomas e desaparecimento
das lesbes ativas. Por isso, a busca por drogas antifungicas mais seletivas e
estratégias terapéuticas mais eficientes para o tratamento continua (Visbal et.
al., 2005; Palmeiro et. al., 2005).

1.3- RESPOSTA IMUNOLOGICA

O estabelecimento da doenca, sua propagacédo e gravidade dependerdo de
fatores inerentes ao fungo, como sua viruléncia, a composicdo antigénica,
condi¢cBes ambientais e, especialmente, os fatores relacionados a capacidade
do hospedeiro para desenvolver uma resposta imune eficaz. Com relacdo a
este Ultimo aspecto, podemos considerar que P. brasiliensis sintetiza antigenos
metabdlicos que interagem com o sistema imune do hospedeiro, causando
uma resposta imunolégica altamente complexa e multifatorial. Estudos clinicos
e experimentais tém sugerido uma interacdo entre mecanismos especificos e
inespecificos de defesa na determinacéo resisténcia a P. brasiliensis (Fortes et.
al., 2011, Calich et. al., 2008a).

1.31- IMUNIDADE INATA

Imunidade inata é definida como a primeira fase da resposta imune, formada

por elementos do sistema imune que interagem diretamente com todos o0s tipos
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de microrganismos, levando a destruicdo ou inibicdo de crescimento. A
imunidade Inata, € mediada por barreiras fisicas, elementos quimicos e

componentes celulares do sistema imunolégico (Calich et. al., 2008a).

Como a infeccdo por P. brasiliensis acontece por via pulmonar, a resposta a
infeccdo é iniciada pela secrecdo de varias proteinas antimicrobianas pelo
epitélio pulmonar e pela atividade fagocitica de macrofagos alveolares
residentes. O reconhecimento do microrganismo pela imunidade inata é
mediado pelos Receptores de Reconhecimento Padrdo (PRR) que interagem
com estruturas conservadas do patdgeno, os chamados Padrdes Moleculares
Associados ao Patogeno (PAMP) (Bonfim et. al., 2009). Varios mecanismos da
imunidade inata, tais como, a ativacdo de proteinas do complemento, o
reconhecimento dos PAMPs por receptores TLR (Toll Like receptors); atividade
microbicida de células natural killer (NK) e fagocitos; producdo de citocinas
inflamatorias, entre outros, desempenham um papel importante na resposta do

hospedeiro aos patdégenos (Calich et. al., 2008a).

A interacéo inicial macrofago-patdégeno resulta na internalizacdo do fungo pela
célula ativada que pode eliminar o microrganismo atraveés da acéo de espécies
reativas do oxigénio, enzimas liticas ou contencdo microbiana. Além disso, a
secrecdo de quimiocinas e citocinas controla a expressdao de moléculas de
adesao celular e quimiotaticas que regulam a entrada e ativacéo inflamatoria
de células para o local da infeccdo. Os fagdcitos possuem importante papel na
defesa dos hospedeiros, uma vez que P. brasiliensis € um microrganismo
intracelular facultativo. Para uma eliminacao efetiva do fungo por mondcitos é
necessario um sinal de ativacao inicial induzido pelo IFN-y para estimular as
células a produzirem TNF-a que podera estar envolvido, através de uma via
autécrina, na fase final do processo de ativacdo (Brummer et. al., 1993; Fortes
et. al., 2011). Além disso, o IFN-y ativa os macréfagos a produzirem o6xido
nitrico (NO), o qual inibe a transformacédo de P. brasiliensis de micélio para

levedura (Gonzalez et. al., 2000).

Varios tipos de células podem exercer a funcdo de APC (célula apresentadora
de antigenos), como macrofagos, células endoteliais e células B, mas as

células dendriticas (DC) sédo consideradas as APCs "profissionais", devido a
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sua habilidade especial para ativar as células T. Durante a infec¢cdo, DCs
periféricas sédo ativadas pela interagdo com microorganismos ou mediadores
inflamatorios. Ativada, a DC apresenta antigenos codificados por patégenos
para células T ndo comprometidas (naive) antigeno especificas que iniciam as
repostas primarias das células T (Calich et. al., 2008a). Além das células
dendriticas, as células polimorfonucleares (PMN) estdo presentes em grandes
guantidades nos tecidos infectados e desempenham um papel importante na
atividade fungicida contra P. brasiliensis através de mecanismos dependentes
de metabdlitos de oxigénio, tais como superoxido e H,O,. PMN sao essenciais
no inicio da infeccéo, conferindo resisténcia ao hospedeiro e contribuindo para
o desenvolvimento de uma resposta imune eficaz contra o P. brasiliensis (Dias
et. al., 2004, Fortes et. al., 2011).

O papel das células NK nédo tem sido bem estudado em PCM, mas
investigacOes nesta area sugerem que elas possuem uma funcdo complexa na
infeccdo. No sangue periférico de pacientes com PCM, as células NK foram
encontradas em namero elevado, mas apresentaram baixa atividade citotoxica.
Estudos in vitro mostraram um efeito inibidor direto de células NK no

crescimento de P. brasiliensis (Jimenez e Murphy, 1984).

A ativacdo do complemento pelo P. brasiliensis foi confirmada por varios
estudos, e ambas as vias, classica e alternativa sdo ativadas em pacientes

como resposta ao fungo (Calich et. al., 2008a).

As guimiocinas constituem uma grande familia de citocinas de baixo peso
molecular, de 8 a 15 kDa, com propriedade quimiotatica seletiva. As
guimiocinas desempenham papel fundamental na resposta inflamatoria,
recrutando células inflamatorias para o local da lesdo por quimiotaxia. Além de
participar do recrutamento de leucdcitos; as quimiocinas influenciam a em sua
maturacdo e ativacdo, contribuem para a patogénese de diversas doencas,
controlam e atuam em diversos processos biolégicos como hematopoiese,
angiogénese e metastase de tumores. Mais de 50 quimiocinas e pelo menos 15
receptores ja foram descritos. As quimiocinas possuem quatro residuos
conservados de cisteinas e sado classificadas de acordo com a posi¢ao de dois

desses residuos, por isso, sdo agrupadas em quatro subfamilias: CXC, CC,
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CX3C e C, de acordo com o numero de residuos conservados de cisteina (C)
na extremidade N-terminal da molécula e com o0 espagamento entre eles. As
varias quimiocinas e seus receptores sdo expressos por leucécitos, células
endoteliais, epiteliais musculares, dendriticas entre outras. Os niveis das
guimiocinas estdo associados com a atividade de diversas doengas
inflamatdrias e infecciosas (Colobran et. al., 2007; Bilate, 2007).

Quimiocinas e receptores de quimiocinas desempenham um papel no
recrutamento de células inflamatérias durante reagbes granulomatosas. As
quimiocinas CC atraem mondcitos, eosinofilos, células dendriticas e linfocitos
com seletividade variavel. A atracdo seletiva de leucécitos em resposta a
guimiocinas pode ser determinada pela expressao de receptores especificos de
guimiocinas na superficie da célula (Souto et. al., 2003). Souto, et. al.(2003),
mostraram que P. brasiliensis induz a expressao de receptores CCR5 e
CXCR3 no pulméo de camundongos infectados. Além disso, foi observado que
o IFN-y esta intimamente relacionado com a modulacdo da expressao de

guimiocinas e, consequentemente, do infiltrado leucocitario.

O receptor de quimiocina CCR7 foi descrito inicialmente como um potente
receptor quimiotatico de leucdcitos, que mais tarde foi mostrado por ser
responsavel pela migracdo de células dendriticas (DCs) para os linfonodos,
onde estas células desempenham um papel importante na iniciacdo da
resposta imune. Recentemente, uma variedade de estudos indicaram que,
além da quimiotaxia, CCR7 controla a citoarquitetura, a taxa de endocitose, a
sobrevivéncia, a velocidade migratéria e a maturacdo das DCs. Algumas
destas funcdes de CCR7 e funcbes adicionais também tém sido descritas em
outros tipos celulares, tais como em neutréfilos (Sanchez-Sanchez et. al., 2006;

Beauvillain et. al., 2011).

Porém, apesar da migracdo de leucdcitos ser essencial a resposta inflamatéria
e a resposta do hospedeiro frente ao processo infeccioso, este processo
controlado por quimiocinas e seus receptores tem assumido um papel central
na fisiopatologia de varias doencas (Oliveira et. al., 2007). Varios receptores de

guimiocina como 0 CCR5 e o CXCR4, servem como co-receptores para o virus
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HIV e determinam o tropismo viral por facilitarem a entrada nas células
(Oliveira et. al., 2007; Azevedo-Pereira, Santos-Costa, 2008).

No melanoma, as células tumorais CXCR4 podem também expressar 0s
receptores CCR7 e CCRI10, os quais estdo envolvidos com a ocorréncia de
metastase nos principais sitios deste tipo de cancer: os linfonodos e a pele
(Urakami et. al., 2004). Em varias doencas a fibrose também esta relacionada
com receptores de quimiocina, entre eles o CCR1, CCR2, CCR4 e o CCRY7
(Yoshida et. al., 2011).

Em PCM, o receptor CXCL9 foi descrito por apresentar niveis aumentados de
expressao em pacientes néo tratados (Lyon et al, 2009), CCR5 foi relacionado
com a migracdo de células T Reguladoras para o sitio da infeccdo por P.
brasiliensis (Moreira et al, 2008) e o receptor de quimiocina CCR7 é descrito
por ter expressdo aumentada apos a infeccao, induzindo a migracédo de DC
(Santos et al , 2011).

1.3.1.1- TLRS

Entre os PRRs, os TLRs séo talvez os mais estudados. TLRs sdo proteinas
transmembrana que trafegam entre a membrana plasmatica e vesiculas
endossomais. Eles sdo os principais responsaveis para a deteccdo de PAMPs
no ambiente extracelular. Aqueles localizados na membrana plasmatica sao
normalmente especificos para lipideos e proteinas hidrofébicas, enquanto os
encontrados em endossomos geralmente detectam acidos nucléicos. Durante
0s ultimos anos, extensas pesquisas demonstraram que TLRs séo cruciais
para o0 reconhecimento de microrganismos patogénicos e ativacdo de a
resposta imune inata. Até o momento, 12 membros da familia TLR foram

identificados em mamiferos (Akira, 2011).

Os ligantes de Toll podem ser categorizados em proteinas, lipidios e acidos
nucléicos. Todos os ligantes TLR sdo potentes adjuvantes imunoldgicos que
podem desencadear uma resposta imune vigorosa. Portanto, TLRs sé&o
também referidos como receptores de adjuvantes. O ligante mais potente e o

primeiro a ser identificado foi lipopolissacarideo (LPS). LPS é encontrado na
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parede celular externa de bactérias Gram-negativas e € reconhecido por TLR4
(Akira, 2011).

TLR 1, 2, 4, 5 e 6 sdo principalmente expressos na superficie celular e
reconhecem PAMPs derivados de bactérias, fungos e protozoérios, enquanto
que TLR 3, 7, 8 e 9 sé@o exclusivamente compartimentos expressos dentro de
compartimentos endociticos e reconhecem principalmente &cidos nucléicos,
PAMPs derivadas de vérios virus e bactérias (Kumar et. al., 2011; Takeuchi e
Akira, 2010).

TLRs reconhecem componentes microbianos diferentes. Da mesma forma, as
vias de sinalizagdo de TLRs individuais diferem umas das outras. As vias de
sinalizacdo de TLRs podem ser dependentes ou independentes de uma
molécula adaptadora chamada de Gene de resposta primaria de diferenciacéo
mieloide 88 (MyD88,“differentiation primary-response protein 88”), as vias de
sinalizacdo independentes de MyD88 sao regulamentadas por outra molécula
adaptadora chamada de dominio adaptador contendo TIR indutor de IFN-f
(TRIF, “TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-g”). Células com
diferentes ligantes TLR induzem padrdes distintos de expressao génica, devido
as diferencas nos caminhos de sinalizacdo entre os TLRs, através do uso

seletivo de moléculas adaptadoras (Akira, 2011; Takeuchi e Akira, 2010).

Em Paracoccidioidomicose, varios estudos indicam que entre 0s receptores
tipo TLR, os PAMPs relacionados a leveduras de P. brasiliensis séo
reconhecidas por TLR2 e TLR4, que séo utilizados para ganhar a entrada em
macrofagos e infectar hospedeiros mamiferos. Na verdade, leveduras de P.
brasiliensis parecem ser reconhecidas por TLR2 e TLR4, resultando no
aumento da capacidade fagocitica e secrecdo de O6xido nitrico. Os TLRs
possuem participacdo importante nos mecanismos efetores e reguladores da
imunidade inata e adaptativa contra esses patdgenos. TLR2, TLR4 e a
molécula adaptadora MyD88 parecem controlar as taxas fagociticas, migracéo
celular, secrecao de citocinas, ativacdo e quimiocinas, bem como, a expressao
de moléculas coestimulatorias que afetam ativacdo das células dendriticas e
sua competéncia como apresentadoras de antigenos (APC) para células T nédo

comprometidas (naive) (Loures et. al., 2011; Calich et. al., 2008a; Bonfim et. al.,
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2009; Akira, 2011). Ainda, Valério e colaboradores sugeriram que a interacdo
do Pb18 com neutréfilos humanos via TLR2 e TLR4 pode ser considerada um

mecanismo de patogenicidade do fungo.

1.32- IMUNIDADE ADAPTATIVA

Envolvendo desenvolvimento mais lento, vida longa e altamente especifica, a
resposta mediada por células do sistema imune e producdo de anticorpos é
denominada imunidade adaptativa. Varios elementos da imunidade inata agem
em conjunto para controlar o crescimento inicial de patégenos e tem profundo
efeito sobre a resposta adaptativa. Além disso, alguns mecanismos mais
efetores de imunidade inata s&o idénticos aos da imunidade adaptativa que séo
ativados em fases posteriores da resposta imune (Calich e Kashino, 1998).

Em PCM, acredita-se que o controle da infeccdo seja dependente
principalmente de resposta imune celular efetiva, geralmente associada ao
padrao tipo 1 da resposta imunolégica, caracterizado pela sintese de citocinas
que ativam macrofagos e linfocitos T CD4" (Thl) e T CD8", resultando na
formacdo de granulomas compactos. A organizacdo desta resposta imune
celular permite o controle da replicagcdo do fungo, mas formas quiescentes

podem persistir no interior do granuloma (Shikanai-Yasuda et. al., 2006).

Pacientes infectados que evoluem para doenca, geralmente apresentam
depressdo da resposta tipo 1, alteracdo esta que, se correlaciona com a
gravidade da doenca. Neste contexto, formas mais graves evoluem com
predominio de resposta imunoldgica tipo 2, onde ha maior ativacao de linfécitos
B, hipergamaglobulinemia e altos titulos de anticorpos especificos, cuja
magnitude, em geral, esta relacionada com a gravidade e disseminacdo da
doenca. Pacientes com doenca cronica de gravidade moderada apresentam
uma resposta imune intermediaria entre padrées Thl e Th2. Individuos com
PCM que vivem em areas endémicas que ndo desenvolvem a doenca mostram
um padrdo de resposta Thl, suprimindo replicacdo de células fangicas e
fazendo manutencéo de um equilibrio entre o hospedeiro e parasita (Fortes et.
al., 2011; Shikanai-Yasuda et. al., 2006).
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A producdo de citocinas € amplamente discutida, varios estudos em
camundongos verificaram que a producéo inicial de altos niveis de fator de
necrose tumoral (TNF-a) e interferon (IFN-y) seguidas pela secre¢do
sustentada de IL-12 e IFN-y, induzem um fenotipo resistente a infeccao por P.
brasiliensis. Ja, a secrecao discreta de TNF-a e IFN-y, associada a producao
de IL-4, IL-5, IL-10 e TGF-B, é tipica de animais susceptiveis, que desenvolvem
doenca progressiva. Ensaios, utilizando citometria de fluxo e frequéncia de
polimorfismos genéticos, comprovaram o importante papel das citocinas tipo
Thl, sobretudo de IFN-y, na determinacdo da resisténcia imunolégica do
hospedeiro contra P. brasiliensis (Bozzi et. al., 2004; Bozzi et. al., 2009; Pinzan
et. al., 2010; Fortes et. al., 2011).

Em 2010, Pinzan e colaboradores, mostraram que a resisténcia de
camundongos fémea, estd associada ao fator hormonal, que induz uma
resposta Thl, logo, esta indiretamente associada ao tipo de resposta imune
celular. Foi mostrado que em camundongos fémeas, o estrégeno influencia a
producédo de altos titulos de IFN-y, TNF-a e IL-12, com producédo alta de NO e
baixa de IL-10 e IL-4, direcionando a resposta para Thl e gerando deste modo
menor suscetibilidade. Ja em machos, por influencia de testosterona, acontece
justamente o contrario, sdo produzidos, baixos titulos de IFN-y, TNF-a e IL-12,
com producao baixa de NO e niveis altos de IL-10 e IL-4, portanto os machos
S80 mais suscetiveis, porque a testosterona direciona a imunidade celular para

uma resposta Th2 (Pinzan et. al., 2010).

Respostas imunes celulares e humorais tem sido estudadas durante o curso
das diferentes formas clinicas da paracoccidioidomicose humana. No entanto,
como um resultado dos diferentes estagios da doenca e, as vezes, o efeito de
tratamento, dados derivados a partir dos estudos de pacientes geralmente sao
contraditérios. Em PCM, susceptibilidade e resisténcia parecem estar
associadas a um complexo e sutil balango de citocinas, onde ambos os grupos
Thl e Th2 séo produzidos (Castaneda et. al., 1988).

Apesar da resposta imune humoral ndo ser aparentemente eficaz na defesa
contra PCM, tanto pacientes com PCM quanto animais infectados com P.

brasiliensis, produzem grandes quantidades de anticorpos. Os anticorpos séo
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potentes opsonizadores e em conjunto com o sistema do complemento,

promovem a morte do fungo (Fernandes, 2011).

A PCM é caracterizada pela producéo de titulos significativamente elevados de
anticorpos, 1gG e IgA, associados a prevaléncia de citocinas que suprimem
granuloma. Tem havido esfor¢cos entre pesquisadores para correlacionar a
classe de imunoglobulinas anti-P. brasiliensis detectadas em soros com a
forma clinica ou o estdgio do processo da doenca. Ha uma tendéncia para
niveis mais elevados de IgG anti-P. brasiliensis entre os pacientes com a forma
aguda de doenca (83,4%). Por outro lado, IgG foi detectada com menor
frequéncia em pacientes com doencas crénicas. Os anticorpos especificos para
P. brasiliensis, nos pacientes crénicos, séo, principalmente, da subclasse 1gG1
(Unterkircher et. al., 2004; Brummer et. al., 1993).

Apoés o tratamento, a melhora clinica geralmente esta associada a diminuicao
do titulo de IgG especifica para antigenos fungicos, estudos mostram que
apenas os titulos de IgG1 se mostram altos ap0s o tratamento com antifungicos
(Bertini et. al., 2007). Os niveis de anticorpos voltam a aumentar em pacientes
gue tiveram recidiva, provavelmente devido ao aumento da liberagcéo

extracelular de antigenos (Reis et. al., 2005).

1.4- RESPOSTA INFLAMATORIA

Infeccbes e lesdes teciduais induzem uma cascata complexa de eventos
fisiol6gicos conhecida como resposta inflamatoéria, que promove protecdo aos
tecidos, restringindo os danos no local da infeccdo ou injuria, mas podendo ter
efeitos deletérios quando de forma exacerbada. A resposta local se inicia
guando o dano tecidual e endotelial desencadeia vasodilatacdo e aumento da
permeabilidade vascular, levando ao extravasamento de leucdcitos para os

sitios inflamados (Bertini et. al., 2007).

Nas fases iniciais da inflamac¢éo, predomina como tipo celular o neutréfilo e em
estagios mais tardios, mondcitos e linfécitos também migram para o local,
amplificando o processo inflamatério. Varios mediadores participam ativamente

da resposta inflamatdria, tais como as quimiocinas que realizam quimiotaxia de
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leucécitos; enzimas plasmaticas, como bradicinina e fibrinopeptideos que
aumentam a permeabilidade vascular; opsoninas que induzem a opsonizagéo
de microrganismos, facilitando a fagocitose; mediadores lipidicos como
prostaglandinas e leucotrienos participam do processo de vasodilatacdo e
aumento da permeabilidade vascular e as citocinas induzem efeitos locais,
como a inducdo da expressdo de moléculas de adesdo e de quimiocinas,
facilitando a migracdo de leucdcitos e efeitos sistémicos como a inducdo de
proteinas de fase aguda (Bertini et. al., 2007).

O processo inflamatério agudo nem sempre é completamente resolvido e em
alguns casos, pode progredir para um quadro de inflamacédo crénica, como € o
caso de doencgas auto-imunes ou infeccdes causadas por microrganismos que

conseguem evadir a resposta imune (Bertini et. al., 2007).

A PCM é uma doenca sistémica, cuja resposta do hospedeiro ao agente
infectante consiste de processo inflamatorio granulomatoso crénico. A
inflamacéo granulomatosa € um padrao distinto de reacao inflamatéria cronica
caracterizada pelo acumulo focal de macréfagos ativados, que geralmente
desenvolvem uma aparéncia epitelidide. Um granuloma € um foco de
inflamacéo cronica consistindo de agregados microscopicos de macrofagos
transformados em células epiteliéides cercadas por um colar de linfocitos,
frequentemente, tais células epitelidides se juntam e formam gigantécitos
(Zago; Bertini et. al., 2007).

A formacéo de granulomas é reconhecida como o0 mais potente mecanismo de
defesa do organismo contra P. brasiliensis. Evidéncias parecem indicar que o
granuloma formado em funcéo de P. brasiliensis esta intimamente relacionado
com a resposta imune do hospedeiro. Assim, o granuloma paracoccidioidal
pode representar uma resposta do imune-especifica do hospedeiro contra o
fungo na tentativa de destruir e circunscrever o parasita, para impedir a sua

multiplicacdo (Camargo e Franco, 2000).

Entretanto, os granulomas também podem danificar o hospedeiro, pois € em
seus arredores que a fibrose torna-se organizada. Esse tipo de inflamacéo gera

ativacdo permanente e acumulo de macréfagos e células T nos sitios de leséo.
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As citocinas liberadas pelos macrofagos cronicamente ativados estimulam a
proliferacéo de fibroblastos, levando ao aumento da producédo de colageno que
culmina em fibrose, caracteristica das inflamacdes cronicas. Esta dupla funcao
pode estar relacionada com o tipo de granuloma formado; quando eles sao
compactos, sdo capazes de conter a multiplicacdo de fungos. Por outro lado,
guando granulomas tornam-se frouxos, a sua funcéo de protecéo, deixa de ser
efetiva e células de levedura aumentam em nimero, e perpetuam as respostas
inflamatérias do tecido com fibrose representando sua consequéncia final
(Cock et. al., 2000; Brummer et. al., 1993).

A fibrose pulmonar € uma consequéncia incapacitante da PCM que pode
perturbar gravemente a funcéo respiratéria e comprometer o bem estar do
paciente. A formacdo de fibrose pode levar a alteracbes anatdmicas e
funcionais dos orgados acometidos durante a infeccdo, particularmente os
pulmdes. Além de sequelas relacionadas as lesdes pulmonares, adrenais e de
sistema nervoso central, o processo de fibrose decorrente do envolvimento de
mucosas e pele pode causar alteracdes cronicas de voz (disfonia por lesdo de
corda vocal), obstrucédo laringea com necessidade de traqueostomia, reducéo
da rima bucal. Nas formas agudas, as sequelas mais comuns sao obstrucdo de
linfonodos abdominais com sindrome de ma absorcéo, perda de proteinas e
guadros de ictericia obstrutiva. O custo social e econdmico destas
complicagcbes nado tem sido adequadamente avaliado pela comunidade
cientifica e pelas autoridades de saude (Shikanai-Yasuda et. al., 2006; Franco
et. al., 1998; Silva et. al., 2009).

Na maioria das condi¢cbes de fibrose pulmonar, citotoxicidade, inflamacao e
reparo podem ser desreguladas por desequilibrio na producdo de quimiocinas,
citocinas e fatores de crescimento. O reparo de lesdo pulmonar € um processo
extremamente dindmico de intersecdo entre imunologia, biologia estrutural e
fisiologia das vias aéreas (Wilson & Wynn, 2008; Shikanai-Yasuda et. al.,
2006).
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1.41- VASCULARIZACAO

A eficiéncia da funcao pulmonar, a integridade da estrutura alveolar e o reparo
tecidual, sdo dependentes da formagcdo e manutencdo da micro e
macrovasculatura, que por sua vez, sdo reguladas por citocinas e fatores de
crescimento (Hato et. al., 2009). Entre os fatores de crescimento envolvidos
nestes processos, pode-se destacar o fator de crescimento vascular endotelial
(VEGF), um potente fator angiogénico, caracterizado por ser fundamental no
desenvolvimento, manutencdo e sobrevivéncia de células endoteliais (Marwick
et. al., 2006).

A remocéo alternativa (splicing) de sequéncias do gene que codifica o VEGF
resulta na geracdo de pelo menos, cinco variantes moleculares que diferem
pelo nimero total de aminoacidos. Nos seres humanos, estes correspondem a
VEGFi21, 0 VEGF-145, 0 VEGF 165, VEGF-139 € do VEGF-,06, dos quais, a
variante VEGF 145 € a forma predominante. VEGF;,; e VEGFi45 S0 secretadas
em forma solavel, e VEGFi139 € VEGF206 permanecem superficie da célula
associada ou sao primariamente depositados na matriz extracelular (Korpanty,
2010).

A expressdo de VEGF é regulada por hipoxia, o qual ocorre, por exemplo,
durante expansdo do tumor e isquemia. A importancia do VEGF no
desenvolvimento vascular € destacada pelo fato de que a perda de um unico
alelo de VEGF- resulta em desenvolvimento anormal de vasos sanguineos e
morte embrionaria. No pulmédo, células endoteliais da microvasculatura
produzem quantidades significativas de VEGF, o que contribui para
manutencdo da homeostase dentro dos pulmdes (Cross e Claesson-Welsh,
2001, Abadie et. al., 2005). Varios produtos génicos sao ativados em funcao do
VEGF, que desempenha um papel contributivo na angiogénese, no
crescimento da célula endotelial e sob condicbes especificas, € um fator de
permeabilidade potente. O conhecimento do escopo das acbes de VEGF nas
células endoteliais expandiu-se significativamente com a identificacdo de
funcdes pro-sobrevivéncia deste fator de crescimento in vitro (Voelkel et. al.,
2006; Ferrara e Davis-Smyth, 1997).
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No pulméo, os efeitos biolégicos de VEGF sdo mediados pela sua ligacdo a
receptores especificos, expressos na superficie celular, VEGFR-1 (Flt-1) e
VEGFR-2 (KDR/Flk-1). Os receptores de VEGF apresentam uma estrutura
formada por um dominio extracelular compreendendo sete dominios de Ig, um
dominio transmembrana, seguido por um dominio quinase que é dividido em
duas partes pela da insercdo de uma sequéncia residual ndo catalitica de 100-
aminoacidos, e uma cauda C-terminal. VEGFR-1 e VEGFR-2 séo
principalmente, expressos em células endoteliais, embora outros tipos de
células de origens hematopoiéticas ou de outra natureza também possam
expressar estes receptores (Cross e Claesson-Welsh, 2001; Marwick et. al.,
2006; Ferrara e Davis-Smyth, 1997).

A ligacdo de VEGF induz a fosforilagdo de VEGFRs, ativando uma cascata de
sinalizacdo que resulta em migracao celular, proliferacdo e sobrevivéncia de
células endoteliais (Marwick et. al., 2010). De acordo com Kasahara (2000) e
Edirisinghe (2008), o VEGF pode desempenhar um papel mais importante e
representar maiores efeitos na sobrevivéncia de células endoteliais pulmonares
guando ligado VEGFR-2 (KDR/FIk-1) do que ao VEGFR-1 (Flt-1) (Kasahara et.
al., 2000; Edirisinghe et. al., 2008). Ainda, de acordo com Voelkel (2006), a
sinalizacdo VEGF-VEGFR-2 medeia a neovascularizacédo, desempenhando um
papel importante nha manutencdo da estrutura pulmdo e esta envolvida em
varios processos-chave durante a migracdo e proliferacdo de células
endoteliais, na formac&o de novos capilares, na restituicdo da barreira sangue-
ar em alvéolos, na manutencao estrutural do pulmédo adulto e na regeneracao
de tecidos (Voelkel et. al., 2006; Edirisinghe et. al., 2008; Jakkula et. al., 2000).

A enzima o6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) desempenha um papel central
na manutencdo da integridade vascular e é ativada por VEGF através da
sinalizacdo de sua ligacdo com VEGFR-2. A atividade de VEGF afeta
profundamente varias propriedades funcionais de células endoteliais e é
altamente relevante para a funcéo e propriedades pulmonares vasculares, tais
como sintese de 6xido nitrico (NO), que é um mediador essencial da migracéo
da célula endotelial e da angiogénese (Bird, 2011; Edirisinghe et. al., 2008;
Cerqueira e Yoshida, 2002).
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VEGF ativa a 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS) que por sua vez medeia
os efeitos pré-angiogénicos de VEGF (Voelkel et. al., 2006; Edirisinghe et. al.,
2008). Considera-se o NO produzido a partir da eNOS como 0 responsavel
pela homeostase das vias aéreas. O NO mantém o calibre brénquico e regula a
frequéncia dos movimentos ciliares na circulagdo pulmonar e equilibra a
relacdo ventilagao-perfusdo (Filho E Zilberstein, 2000). Estudos mostram que
os niveis de eNOS nos pulmbes de camundongos expostos ao cigarro ou
tratados com inibidor de VEGFR-2 diminuiram, prejudicando a migragéo e a
angiogénese induzida por VEGF e consequentemente causando estresse
oxidativo e disfuncéo endotelial (Edirisinghe et. al., 2008).

A. sinalizacéo desregulada de VEGF € encontrada na fisiopatologia de varias
doencas, tais como, a asma, hipertensdo, enfisema pulmonar, entre outras.
Vérias linhas de investigacdo revelam que a inibicdo das vias de sinalizacao
VEGF-VEGFR-2 resulta em alveolarizacdo pulmonar e densidade arterial
diminuida (Edirisinghe et. al., 2008). Korpanty e colaboradores (2010), e Paule
e colaboradores (2010) mostraram que no cancer, a expressado de VEGF esta
significativamente aumentada, enquanto, Marwick e colaboradores (2010)
mostraram que nos pulmdes de ratos expostos a fumaca de cigarro, a
sinalizacdo de sobrevivéncia (VEGF-VEGFR-2) é diminuida. Voelkel e
colaboradores (2002) ainda evidenciaram que o VEGF controla o
remodelamento arterial na hipertensdo pulmonar grave (Voelkel et. al., 2002;
2010; Marwick et. al., 2010).

Véarias doencas que causam lesGes pulmonares sdo descritas por induzir
expressado e sinalizacdo anormal de VEGF e VEGFR-2, e consequentemente,
prejudicam o funcionamento pulmonar. Entretanto, ndo ha estudos
relacionando ao os efeitos da infeccdo pulmonar causada por P. brasiliensis na

expressao e sinalizacdo dessas moléculas.

1.5- MORTE CELULAR

O desenvolvimento dos organismos multicelulares dependem de uma interacao
entre as células que o constituem. A manutencdo da homeostasia tecidual é

assegurada por diferentes mecanismos biolégicos reguladores, entre os quais
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esta a apoptose. A palavra apoptose é de origem grega e foi introduzida para
descrever uma forma especifica de morte celular e também é referida como
morte celular programada (PCD), um processo ativo e dependente de energia
(Grivicich et. al., 2007; Parolin & Reason, 2001).

A apoptose é um mecanismo biolégico regulado e necessario para remover
células supérfluas, mutantes ou moderadamente prejudicadas € também é o
maior mecanismo de morte celular frente a agentes toxicos. O desequilibrio da

apoptose é relatada no mecanismo de varias patologias (Parolin e Reason,
2001; Grivicich et. al., 2007).

Durante muito tempo, a morte celular foi considerada um processo passivo de
carater degenerativo, que ocorre em situacdes de lesdo celular, infeccdo e
auséncia de fatores de crescimento. Entretanto, nem todos os eventos de
morte celular sdo processos passivos. Organismos multicelulares sao capazes
de induzir a morte celular programada como resposta a estimulos intracelulares
ou extracelulares (Richard, 2001; Perl et. al., 2005). A apoptose ocorre nas
mais diversas situacdes, como por exemplo, na organogénese e hematopoiese
normal e patoldgica, na reposicéo fisiologica de certos tecidos maduros, na
atrofia dos 6rgdos, na resposta inflamatoria e na eliminacdo de células apés

dano celular por agentes toxicos (Grivicich et. al., 2007).

A apoptose é orquestrada por uma familia de cisteino proteases (enzimas que
possuem uma cisteina no sitio ativo) conhecidas como caspases (cysteine-
dependent aspartate-specific proteases), estas possuem a capacidade de
reconhecer e clivar substratos que possuam residuos de aspartato, e
atualmente, cerca de 14 caspases de mamiferos ja foram identificadas (Slee et.
al., 2001; Boatright e Salvesen, 2003).

As caspases sao sintetizadas como precursores inativos denominados
zimogénios. Apos um sinal de morte celular, as caspases sdo ativadas por
clivagem proteolitica e podem interagir com receptores de membrana ou
moléculas adaptadoras que contenham dominios de morte (death domain).
Apés ativacao, estas enzimas sinalizam a apoptose clivando seus substratos, o

gue por sua vez leva a condensacao, fragmentacdo nuclear, externalizacéo de
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fosfolipidios de membrana. Todos esses eventos em conjunto irdo sinalizar

para que a célula seja fagocitada por macrofagos (Boatright e Salvesen, 2003).

As caspases podem ser classificadas de acordo com seu pré-dominio e seu
papel na apoptose. Caspases iniciadoras possuem pro-dominios longos e
estdo envolvidas na iniciacdo da cascata proteolitica. Caspases efetoras
apresentam pro-dominios curtos ou inexistentes, responsaveis pela clivagem
de substratos. Entre as caspases, a Caspase 3 é a mais bem estudada e com
mecanismos melhor descritos na literatura, esta enzima apresenta
possivelmente o papel mais importante como executora na apoptose (Cohen,
1997; Hengartner, 2000; Boatright e Salvesen, 2003).

Existem duas vias de morte celular programada: a via extrinseca e a via
intrinseca. A via extrinseca é desencadeada pela ligacdo de ligantes
especificos a um grupo de receptores de membrana da superfamilia dos
receptores de TNF. Esta ligacéo é capaz de ativar a cascata das caspases. A
sinalizacdo a seguir € mediada pela porcéo citoplasmatica desses receptores
gue contém uma sequéncia de 65 aminoacidos chamada "dominio de morte”
sendo, por isso, chamados de "receptores de morte celular’. Quando os
receptores de morte celular reconhecem um ligante especifico, os seus
dominios de morte interagem com moléculas conhecidas como FADD (MORT-
1), (Fas Adaptor Death Domain). Essa molécula tem a capacidade de recrutar
caspase-8 que ira ativar caspase-3, enzima executora de morte por apoptose
(Hengartner, 2000; Cohen, 1997; Boatright e Salvesen, 2003; Slee et. al.,

2001).

A via intrinseca é ativada por estresse intracelular ou extracelular como a
privacdo de fatores de crescimento, danos no DNA, hipdxia ou ativacdo de
oncogenes. Os sinais sdo transduzidos em resposta a estes estresses que
convergem principalmente para a mitocondria. Inameros estudos sobre
apoptose apontam a mitocondria como o principal mediador desse tipo de
morte. Essa organela integra os estimulos de morte celular, induzindo a
permeabilizacdo mitocondrial e consequente liberacdo de moléculas pro-
apoptoticas nela presentes. Quando sinais de morte alcancam a mitocondria,

levam a ruptura da organela e consequente liberagcdo de proteinas pro-
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apoptoticas para o citoplasma. Além da liberagdo de moléculas pela
mitocOndria, interrompendo a sintese de ATP e aumentando a producédo de
espécies reativas do oxigénio, ha a perda de homeostasia celular. A resposta
da mitocéndria ao dano oxidativo € uma via importante no inicio da apoptose.
Além disso, é sabido que as espécies reativas de oxigénio induzem a ativacao
das caspases -9 e -3 (Perl et. al., 2005;Hengartner, 2000; Slee et. al., 2001;
Cohen, 1997).

Devido a ativacdo da protedlise de caspases ser irreversivel, este processo €
altamente regulado pelas células. Para evitar danos fisiolégicos, as células
inibem ou degradam as caspases (Pop & Salvesen, 2009).

1.6- PB27R

P. brasiliensis sintetiza inUmeros antigenos que interagem com o0 sistema
imune. Quando o fungo invade os tecidos, o hospedeiro € exposto a um
complexo de antigenos fangicos, incluindo as proteinas, glicoproteinas, e
glicoesfingolipideos, a interacdo de seus antigenos com o sistema imune do
hospedeiro causa uma resposta imunoldgica que exerce influéncia fundamental
no resultado da infeccdo. Durante a infeccdo, células-B sédo ativadas e
secretam anticorpos especificos para varios antigenos que podem ser
facilmente detectados em soros a partir de pacientes com PCM. A analise de
anticorpos mostra niveis elevados de IgG na doenca progressiva, aguda ou
disseminada (Camargo e Franco, 2000; Reis et. al., 2005, Cavassani et. al.,
2011).

O estudo de preparacdes antigénicas do filtrado de cultura do fungo
(exoantigenos) ou das células lisadas (antigeno total) tem sido feito em busca
de melhorar ndo s6 o conhecimento quimico dessas moléculas, mas também
para caracterizar a reatividade imunoldgica induzida por eles em pacientes com
PCM. Os antigenos extracelulares fazem o primeiro contato com as células do
hospedeiro e, portanto, desempenham um papel fundamental no processo
infeccioso da PCM, (Fernandes, 2011). Entre os antigenos de P. brasiliensis,
atualmente, o mais estudado e utilizado em métodos soroldgicos € a proteina

gp43, um antigeno imunodominante que teve sua sequéncia nucleotidica
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clonada e caracterizada por Cisalpino e colaboradores (Camargo e Franco,
2000; Cisalpino e Travassos, 1996). Embora os ensaios de aplicacao de gp43
terem se mostrado Uteis para o diagnoéstico de PCM, outros antigenos também
devem ser considerados, além disso, novos antigenos de P. brasiliensis tém
sido descobertos por varios pesquisadores, como alternativa para formulagéo
de novas vacinas e novos ensaios para diagnéstico (Bozzi et. al., 2004; Diniz
et. al.,, 2004). Em funcdo disso, ao longo dos anos varios antigenos foram
clonados e caracterizados (Cisalpino e Travassos, 1996; McEwen et. al., 1996;
Martins et. al., 2009).

Entre os antigenos de P. brasiliensis, € de notavel destaque a proteina Pb27,
gue € um antigeno amplamente estudado e que tem demonstrado grande
potencial como indutor de resposta imune protetora, bem como, marcador para

imunodiagnostico da PCM.

Em 1996, McEwen e colaboradores, clonaram e sequenciaram uma regiao
genbmica de P. brasiliensis que codificava uma proteina antigénica de
aproximadamente 27 kDa, essa proteina foi denominada P27, devido ao seu
peso molecular (McEwen et. al., 1996). A proteina recombinante foi utilizada
por Ortiz e colaboradores (1998), em ensaios de ELISA para deteccdo de
anticorpos reativos a ela em soros de pacientes com PCM e como antigeno em
testes de dot blot por Correa e colaboradores (2006). Nestes ensaios, soros de

pacientes com PCM, reconheceram a proteina com boa sensibilidade

Em 2008, no laboratério de Imunologia Celular e Molecular da UFMG, Reis e
colaboradores, sequenciaram, clonaram e avaliaram a atividade protetora de
uma proteina com peso molecular de 27 kDA (Pb27), constituinte da fracdo FO
do antigeno total de P. brasiliensis (PbAg), a mesma proteina caracterizada por
McEwen em 1996. Os resultados da avaliacdo da atividade protetora de Pb27
mostraram que a imunizacdo de camundongos BALB/c a proteina (Pb27r),
induziu uma resposta imune que promoveu efeito protetor contra formas de
leveduras altamente infectantes de P. brasiliensis. Além disso, a imunizacéo
demonstrou modificar a evolugdo da infeccdo em camundongos infectados,
promovendo uma infecgao pulmonar controlada, associados a baixas taxas de

mortalidade e a presenca de um granuloma compacto. Anticorpos especificos
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obtidos desses animais imunizados com a Pb27r foram capazes de localizar a
proteina na superficie e no citosol de células leveduriformes do fungo (Reis et.
al., 2008).

Em 2011, Fernandes e colaboradores, demonstraram que a imunizagdo com
rPb27 combinada a quimioterapia com Fluconazol, foi eficaz para evitar
disseminacao do fungo para baco e figado de camundongos e para controlar o
crescimento de leveduras no pulmdes. Os niveis de anticorpos especificos
também foram avaliados e a imunizagdo de camundongos com rPb27 induziu

niveis significativos de todos os isotipos.

Quando esta imunizagdo foi combinada com o Fluconazol, camundongos
desenvolveram PCM pulmonar restrita associada a baixas taxas de mortalidade
e producdo de significativa de IgG1l, IgG2a e isotipos de IgG2b, com uma
pequena producdo de IgG3. Isto evidenciou que a imunizacdo com rPb27
promove protecdo antifungica melhorada pelo Fluconazol , diminuindo a carga
fungica em pulmdes e evitando a disseminacao do fungo para outros sitios de
infeccdo (figado e do baco) (Fernandes et. al., 2011b; Fernandes et. al.,
2011c).

Ainda em 2011, Fernandes e colaboradores, mostraram a eficiéncia do uso
combinado dos antigenos recombinantes de P. brasiliensis rPb27 e rPb40 em
um ensaio imunoenzimatico para o] imunodiagnostico da
paracoccidioidomicose, e como a associacdo da Pb27 com o quimioterapico
Fluconazol aumenta os efeitos da quimioterapia na paracoccidioidomicose

experimental (Fernandes et. al., 2011b, Fernandes et. al., 2011c).
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JUSTIFICATIVA

Em paracoccidioidomicose a infec¢@o primaria geralmente ocorre nos pulmdes,
onde pode envolver destruicdo dos alvéolos, intersticio e arvore brénquica,
(Silva et. al., 2006). A presenca de P. brasiliensis no tecido causa lesdes
resultantes da atividade imunolégica do organismo, podendo, inclusive,
prejudicar a troca gasosa pulmonar, esse quadro evolui com o tempo e se
consolida para formar uma série de processos cronicos granulomatosos,
resultando em disfuncdo ventilatéria e hipoxemia, podendo ainda, levar a
insuficiéncia pulmonar cronica, resultante do desenvolvimento de fibrose, que
ocorre simultaneamente com o processo inflamatério e infiltracdo de leucécitos
(Silva et. al., 2009).

No ano de 2008, o laboratério de Imunologia Celular e Molecular da UFMG,
sequenciou, clonou e avaliou a atividade protetora de uma proteina com peso
molecular de 27 kDA (Pb27), constituinte da fragdo FO do antigeno total de P.
brasiliensis (PbAg). Esta proteina ja havia sido anteriormente caracterizada por
McEwen e colaboradores (1996), e estudada para diagnostico de PCM por
Correa e colaboradores (2006). Os resultados da avaliacdo da atividade
protetora de Pb27 mostraram que a imunizacdo de camundongos BALB/c com
Pb27r induziu uma resposta imune protetora contra formas de leveduras
altamente infectantes de P. brasiliensis. A imunizacdo com Pb27r demonstrou
modificar a evolucdo da infeccdo em camundongos infectados, promovendo
uma infeccdo pulmonar controlada, associada a baixas taxas de mortalidade e

a presenca de um granuloma compacto (Reis et. al, 2008)

Recentemente, Fernandes e colaboradores (2011), mostraram os efeitos
aditivos da associacdo entre imunizacdo e a quimioterapia com Fluconazol
contra P. brasiliensis (Fernandes et. al., 2011b). Contudo, os mecanismos
através dos quais a proteina Pb27r promove a reducdo do processo
inflamatorio pulmonar e a protecdo deste tecido na infeccdo por P. brasiliensis

ainda nao foram descritos.

Em funcédo disso, este trabalho, a partir da comparacdo da resposta

inflamatdria gerada pela infeccdo com P brasiliensis em camundongos
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imunizados e ndo imunizados com a Pb27r, forneceréd importantes informacdes
sobre como essa proteina modula a resposta inflamatéria. Além disso, este
estudo provera subsidios adicionais sobre atividade protetora de Pb27r e
auxiliara na investigagdo dos métodos induzidos pela imunizacdo para

restauracao das lesdes causadas por P. brasiliensis.

Assim, este trabalho tem o intuito de melhorar o entendimento sobre a
reatividade imunoldégica e inflamatoria induzida pela infeccdo por P. brasiliensis
e sobre a resposta protetora gerada pela Pb27r nos pulmdes dos
camundongos, fornecendo melhor embasamento para o uso futuro desta

proteina como vacina contra PCM.
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OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL:

Avaliar resposta inflamatéria em pulmdes de camundongos imunizados com

Pb27r e submetidos a infeccao desafio por P. brasiliensis.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Avaliar a atividade protetora da proteina recombinante Pb27 apés
infecgao desafio em camundongos BALB/c.

e Avaliar o desenvolvimento de processos fibroticos e granulomatosos
frente a infeccao por P. brasiliensis.

e Avaliar os sinais de sobrevivéncia celular pela expressédo de VEGF e do
receptor VEGFR-2, entre 0s grupos experimentais.

e Avaliar a expresséo de TLRs 2 e 4 nos pulmdes dos animais imunizados
e infectados.

e Avaliar os niveis de morte celular pulmonar a partir da deteccdo de
Caspase 3 ativa.

e Comparar niveis de expressao de eNOS (6xido nitrico sintase endotelial)
e iINOS (oxido nitrico sintase induzivel), entre 0s grupos experimentais

apos a infeccdo desafio.

e Avaliar a producdo de citocinas pro e anti-inflamatéria no pulmdo dos
animais apos infeccao desafio.

e Estudar os niveis de receptores de quimiocina CCR7 no pulmao durante
a infeccgdao.
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IV. MATERIAIS E METODOS

4.1. A PROTEINA PB27

A proteina recombinante de 27 kDA (Pb27), constituinte da fragdo FO do
antigeno total de P. brasiliensis (PbAg), j& havia sido sequenciada e clonada no
Laboratorio de Imunologia Celular e Molecular (LICM) da UFMG sob orientagdo
do Professor Alfredo Miranda de Goes. Os clones de bactérias E. coli BL21
contendo o inserto correspondente a proteina Pb27 foram mantidos a (- 80 °C)
em meio Luria-Bertani (LB) /glycerol no LICM .A proteina purificada foi
gentilmente cedida pelas alunas de Doutorado do LICM, Viviane Cristina dos
Santos e Juliana Barbosa e foi preparada de acordo com os meétodos
publicados anteriormente (Reis et. al, 2008; Ferandes et. al, 2011).

4.12. - MICRORGANISMO- PARACOCCIDIOIDES BRASILIENSIS

A cepa de P. brasiliensis PB18 utilizada nesse trabalho foi cedida pelo grupo de
pesquisa do Professor Dr. Carlos Pelleschi Taborda do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sao Paulo e mantida, por repiques semanais,
em meio de cultura YPD Agar (0.5% extrato de levedura, 0.5% peptona A,
1.5% D-glucose, 1.5% agar),a 37°C. O fungo foi utilizado ap6s passagens em
animais para manutencdo de sua viruléncia. Essas passagens foram feitas por

trés vezes até a utilizacdo desse fungo na PCM experimental.

4.2 - PCM EXPERIMENTAL

A linha do tempo referente aos expreimentos efetuados neste trabalho pode ser
vizualizada na Figura A.

4.2.1 - IMUNIZACAO DE CAMUNDONGOS

Grupos de camundongos BALB/c machos com 6-8 semanas foram imunizados
com a proteina Pb27r. O antigeno foi emulsificado com adjuvante composto de
1lmg/camundongo de AI(OH)3 (Pepsamar - Sanosi-synthelado, RJ) e

100pg/camundongo de Corynebacterium parvum (R.V. manipulagbes
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especiais, RJ) e 50 ug /camundongo de Pb27r. Cada animal imunizado
recebeu 150 pl dessa emulsdo que foi inoculada por via subcutdanea em
intervalos de 15 dias em um total de 3 imunizagcbes. Grupos controle foram
inoculados apenas com o adjuvante ou nao sofreram intervencdes. O Al(OH)3
€ descrito como sendo capaz de induzir, tanto em humanos como em modelos
experimentais, uma alta producéo de imunoglobulinas e de IL-4, caracteristicos
de uma resposta tipo Th2 (Lindblad, 2004). J& o C. parvum é um importante
estimulador da resposta imune celular (Thl), induzindo a producéo de IFN-y e
ativacdo de células T CD4 e CD8 positivas em camundongos (Soong, 1995).

4.2.2 - INFECCAO INTRATRAQUEAL

Camundongos BALB/c machos com 6-8 semanas foram inoculados por via
intratraqueal, com uma preparacéo flngica contendo a cada 50 ul 3x10° células
leveduriformes de P. brasiliensis Pb18, em PBS 0,15M estéril. A viabilidade
fungica foi calculada pela coloracdo com verde Janus e sO foram utilizadas
preparacdes fuangicas com viabilidade superior a 90%. Os animais foram
anestesiados com uma solugcéo composta de 43% de xilazina (Dopaser solucéo
injetavel, Laboratorio Calier do Brasil LTDA, SP) e 57% de quetamina (Dopalen
injetavel, Vetbrands, SP), da qual foi aplicado 40 pl/animal. Os animais foram
entdo submetidos a uma pequena cirurgia, a qual foi feito um corte no pescoco
do animal para exposicdo da traquéia, foi inoculado o volume de 50 pl da
preparacao fangica. O corte foi suturado com fio de sutura de nylon. Os
experimentos com animais foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da UFMG (CETEA), sob o protocolo namero: 203/10
(ANEXO ).

4.2.3 - TRATAMENTO DE CAMUNDONGOS

Grupos de camundongos previamente infectados com P. brasiliensis pela via
intratraqueal foram submetidos ao tratamento com Fluconazol (Mantena
laboratories limited), 10mg/Kg diluido em soro fisiolégico por via intraperitoneal
com intervalos de 24 horas por 30 dias, o tratamento teve inicio apds 30 dias

de infeccdo. O Fluconazol foi o medicamento escolhido para ser utilizado neste
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trabalho porque é um medicamento soltvel, portanto, de facil administracéo,
bem como, porque apresenta atividade significativa em PCM humana e em
trabalhos anteriores se mostrou relativamente eficiente no tratamento de
camundongos infectados com P. brasiliensis (Visbal et. al., 2005; Marques et.
al., 2006).

4.2.4 - PONTOS DE EUTANASIA:

Os animais sofreram eutanasia 30 e 90 dias ap0s a infeccdo e estas datas
ficaram determinadas como primeiro e segundo pontos de morte (1PTM E 2
PTM, respectivamente).

4.2.5 - GRUPOS EXPERIMENTAIS

Para a realizagdo do experimento, camundongos BALB/c machos de 6 a 8
semanas foram divididos em 6 grupos compostos de 12 camundongos cada.
Os grupos foram divididos em: Controle negativo (CN): composto por animais
gue nao sofreram intervencdes. Controle positivo (CP): composto por
camundongos apenas infectados com a cepa P. brasiliensis (Pb18). adjuvante
(ADJ): composto por camundongos inoculados apenas com adjuvante (C.
parvum e Al (OH)3) durante o periodo de imunizacdo e posteriormente
infectados com Pb18. tratado (TRAT): composto de camundongos infectados
com Pbl8 e posteriormente tratados com Fluconazol; imunizado (PB27):
composto de camundongos imunizados com a proteina Pb27r na presenca de
adjuvante e posteriormente infectados com Pbl18. imunizado/tratado
(PB27+TRAT.): composto de camundongos imunizados com a proteina Pb27,
posteriormente infectados com Pbl8 e tratados com Fluconazol apés a

infeccdo. Esses grupos encontram-se esquematizados na Tabela I.

4.2.6 - SOROS DE CAMUNDONGOS

Os soros de camundongos foram obtidos antes e durante as imunizacoes,
sendo retirados 7 dias apds cada imunizagdo. Os soros, também foram
coletados 7 dias antes da infeccédo e apos a infeccdo desafio, nos pontos de

eutanasia, que ocorreram 30 e 90 dias ap0s a infeccéo.
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Realizou-se a coleta de sangue (400ul/animal) por puncéo do plexo retro-orbital
de cada animal, apds a coleta o sangue foi mantido por 1 hora em temperatura
ambiente e 1 hora a 4° C para separacdo do soro, ap0s o periodo de
separacdo o sangue foi centrifugado por 5 minutos, 3.000 RPM a 4°C e o

sobrenadante foi coletado e guardado a -20°C.

—> COLORACOES HISTOLOGICAS
— RT-PCR

Figura A- Linha do tempopara descri¢do da estratégia expreimental utlizada neste trabalho.

Tabela I- Grupos experimentais utilizados na PCM experimental e as intervencdes
por eles sofridas.

CONTROLE NEGATIVO NAO NAO NAO
CONTROLE POSITIVO NAO SIM NAO
ADJ SIM (somente adjuvante)  SIM NAO
IMUNIZADO SIM SIM NAO
TRATADO NAO SIM SIM
IMUNIZADO/TRATADO  SIM SIM SIM
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4.3 - ELISA

Os soros coletados dos camundongos durante o processo experimental foram
avaliados para presenca de anticorpos anti Pb27r por ELISA.

Para avaliar a reatividade dos soros dos camundongos contra a Pb27r utilizou-
se placas de microtitulagdo de fundo chato (NUNC. Maxisorp) que foram
sensibilizadas por doze horas com 100 ul de uma solugao contendo Pb27r 5

Mg/ml em tampéo carbonato 0.5 M, pH 9.6, a 4° C.

Apébs incubacdo, as placas foram lavadas 5 vezes com tampédo de lavagem
(0,05 M PBS contendo 0,05% Tween 20 - PBST) e blogueadas com 200 pl de
solucgédo de bloqueio (1,6% caseina em 0,15M PBS, pH 7,4) a 37° C. Depois de
1 hora de incubacéo, as placas foram lavadas novamente e preenchidas com
100 pl de soro de camundongo, na diluicdo de 1/200 em 0,25% caseina diluida
em 0,15 M PBS, pH 7,4, e incubados novamente por 1 h. Apés incubacdo com
0S soros, as placas foram lavadas 10 vezes com PBS-T e incubados por mais
uma hora com 100 pl de anticorpo secundario de cabra anti IgG1, IgG2a, 1gG2b
ou IgG3 de camundongo (Sigma), (Southern Biotechnology Associates, Inc.,
Birmingham, AL, USA) conjugados com peroxidase, na diluicdo de 1/10.000,
em 0,25% caseina diluida em 0,15 M PBS, pH 7,4.

As placas foram entdo lavadas dez vezes com PBS-T e a atividade da
peroxidase foi determinada com 100 pl de solugdo de tetrametilbenzidina
(TMB) pré-corado (R&D). A revelacdo foi interrompida com 50 ul de Acido
Sulfarico, H2SO4 2N. A densidade o6tica de 450 nm foi registrada em leitor de
ELISA automatico (EIx800, Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski, Vermont,USA).

4.4 - OBTENCAO DE ORGAOS

Os animais sofreram eutanasia apés 30 e 90 dias de infeccdo e os pulmdes,
foram removidos através de necropsia. O pulméo de cada animal foi divido em
guatro partes, as quais foram utilizadas para ensaio de protecao (determinacéo
das Unidades Formadoras de Colbnia), cortes histologicos, preparacao de

extrato protéico e extracdo de RNA para PCR em tempo real.
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4.5 - ENSAIO DE PROTECAO

Unidades formadoras de col6nias foram determinadas ap6s 30 e 90 dias de
infeccdo nos pulmdes. Trés animais por grupo/ponto de analise sofreram
eutanasia e cada 6rgéo foi plaqueado em triplicata. Para tanto, os 6rgéos foram
removidos, pesados e homogeneizados em 1 ml de PBS 0,15M, 100 pl da
suspensao foram plaqueados em agar de infuso cérebro e coracao (BHI- agar,
Difco) acrescido de 4% de soro fetal bovino e 5% de sobrenadante de cultura
de Pb18, como fator de crescimento. As placas foram incubadas a 36 °C e lidas
apos 20 dias (Diniz et. al., 2004). Os resultados foram expressos como Logioda
média do numero de UFCs por grama de tecido.

4.6 - HISTOLOGIA

4.6.1-FIXACAO

A fracdo dos pulmdes obtidos para histologia apds eutanasia dos animais em
30 e 90 dias, foi embebida em solucdo de Paraformaldeido 4 % tamponado
durante 7 dias, com intuito de paralisar o metabolismo celular, preservar as
estruturas do tecido, evitar a autllise celular, impedir a proliferacdo de

microrganismos e endurecer o tecido.

4.6.2 INCLUSAO

Os 6rgaos foram desidratados em banhos de concentracdes crescentes de
etanol: 70%, 80%, 90%,100% (2x), por uma hora em cada um deles. Apos a
desidratacéo, os orgaos foram diafanizados com trés banhos de uma hora em
liquido miscivel com o meio de incluséo (xilol/toluol). Para a inclusdo fundiu-se
o Paraplast em estufa a 60°C e colocou-se os 6rgdos embebidos na parafina
liquida. Os blocos obtidos foram submetidos a microtomia. Foram feitos cortes

de 5 um de espessura que foram fixados em I[aminas de vidro.
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4.6.3 COLORACAO

Os cortes foram corados por HE (Hematoxilina e Eosina), GROCOTT (Prophet
et. al., 1992), para evidenciar a presenca das células fungicas e Tricrdmico de
Masson, também foram reservados para a técnica de Imunohistoquimica. As
laminas foram entdo analisadas por microscopia Optica, pela qual, foi feita a
varredura (screening) das laminas em campos sucessivos do menor para o

maior aumento.

4.6.4 IMUNOHISTOQUIMICA (IHQ)

Os pulmbes dos camundongos foram previamente fixados e inclusos em
Paraplast como descrito nos itens 4.6.1 e 4.6.2. Foram obtidos cortes
histoloégicos de 5 um de espessura aderidos em laminas silanizadas, cada
lamina contendo dois cortes histologicos. Inicialmente as laminas foram
desparafinizadas com dois banhos de xilol/toluol (um banho de 1 hora e outro
consecutivo de 15 minutos) e hidratadas com banhos sucessivos de
concentragcfes decrescentes de etanol (100%I, 100%ll, 95%, 80%) 7 minutos

em cada banho e com 5 banhos rapidos (10 s) em agua deionizada.

Apo6s hidratacdo, blogueou-se a peroxidase endégena do tecido com H,O, 10
volumes em dois banhos de 15 min. Apds bloqueio da peroxidase o corte foi
lavado trés vezes por 5 minutos com solucao Tris-HCI (Tris Base 20 mM, NaCl
141,6 mM, pH 7,4).0s cortes foram incubados com BSA 2% diluida em Tris-

HCI por 1 hora para blogueio da reacao.

Posteriormente ao bloqueio, escorreu-se o BSA das laminas e sobre um dos
cortes histologicos aplicou-se o anticorpo primario de interesse contra o
antigeno desejado (Os anticorpos utilizados estdo listados na Tabela Il), no
outro corte da mesma lamina foi colocado Tris-HCI para efetuacdo do controle
negativo da reacao, na qual foi omitido o anticorpo priméario, ambos os cortes
permaneceram por 12 horas em camara Umida escura a 4°C. Finalizando o
tempo de incubacédo, foram retirados o excesso de anticorpo e Tris-HCI dos
cortes e as laminas foram lavadas em trés banhos de Tris-HCI com duracgéo de

5 min. cada banho. Entdo, procedendo a lavagem das |aminas foi colocado o
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anticorpo secundario nos dois cortes de cada lamina, (IgG cabra anti Rabbit.
Sigma ou IgG mouse anti Cabra Sigma —dependendo do anticorpo primario
utilizado), que permaneceu por 1hora em temperatura ambiente. Apds o tempo
de incubagéo foi lavado em trés banhos de Tris-HCI com duragdo de 5 min.
cada banho.

A revelagcdo da laminas foi efetuada com Diaminobenzidina DAB (DAKO-
K3468) que foi colocado sobre as laminas (para cada anticorpo foi previamente
testado o tempo de revelagédo que variou entre 1 e 4 minutos).Para bloquear a
reacdo de revelacdo foi feito um banho rapido com Tris-HCI (2 minutos) e 5
banhos rapidos com agua deionizada (10 s cada banho). Entdo as laminas
foram coradas com hematoxilina de Harris em 1 banho de 15 s e 0 excesso de
corante foi retirado com dez banhos rapidos em agua deionizada (10s cada
banho). Finalizando este procedimento, as laminas foram desidratadas com
banhos sucessivos de concentracdes crescentes de etanol (70%,90%,100%l,
100%II, 100%IIl) 10 minutos cada banho e diafanizadas com 2 banhos de 10
minutos cada em Xilol/Toluol. A montagem das laminas foi efetuada com
Entellant (MERK).

4.7 -EXTRACAO DE PROTEINAS

As fracBes dos pulmdes obtidos para extrato protéico apds eutanasia dos
animais em 30 e 90 dias, foram colocadas em tampdo de lise celular,
constituido por: NaCl 100mM, Tris base 50mM, Ethylenediamine tetraacetic
acid (EDTA) 5mM, Pirofosfato de sédio decahidratado 50mM,Cloreto de
Magnésio 1M, Nonidet P40(1%), Triton (0.30%), Sédio Desoxicolato (0,50%),
Fluoreto de Sodio 20 mM e um coquetel completo de Inibidor de Protease
(Sigma), 2%, em uma proporcao de 50 ul de tampéo de lise para cada 0,19 de

pulmao.

Os orgaos permaneceram durante 12 horas neste tampéao e foram macerados
a 4°C. e centrifugados a 13.200 RPM, 15min a 4°C. O sobrenadante foi
coletado e quantificado pelo método de Bradford descrito no item 4.7.1. Os
extratos protéicos foram utilizados em Eletroforese em gel de poliacrilamida —
SDS/PAGE (Item 4.8) e em Western Blot (Item 4.9) .
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4.71 - DOSAGEM DE PROTEINAS PELO METODO DE BRADFORD

A dosagem das proteinas foi realizada pelo método de Bradford (Bradford,
1976). O método de Bradford é uma técnica para a determinacdo de proteinas
totais que utiliza o corante de “Comassie brilliant blue” BG-250. Este método é
baseado na interagdo entre o corante BG-250 e macromoléculas de proteinas
gue contém aminodacidos de cadeias laterais basicas ou aromaticas. No pH de
reacao, a interacao entre a proteina de alto peso molecular e o corante BG-250
provoca o deslocamento do equilibrio do corante para a forma anidnica, que

absorve luz fortemente em 595 nm (Zaia et. al., 1998).

As amostras de 20ul em diferentes diluicdes foram distribuidas em triplicata em
placas de 96 pocos e 180 ul de reagente de Bradford (Coomassie Brilliant Blue
G-250, 0,1% em solugcdo aquosa contendo etanol 5% e acido fosforico 10%,
filtrado em papel de filtro) foram adicionados a elas. A leitura das amostras foi
realizada em espectrofotémetro (EIx800, Bio-Tek Instruments, Inc., Winooski,
Vermont, USA) no modo Absorbancia a 595 nm, e os valores obtidos
comparados com uma curva padrdao de BSA 0,5 ug; 1,0 pyg e 1,5 ug;
2,0ug.conforme a formula: [ ] proteina = Abs x Fc x Fd x Cv. No qual: (Abs:
média das leituras das amostras em triplicata; Fc: fator de conversdo =
concentracdo de proteina para cada ponto da curva de BSA; Fd: fator de
diluicdo; Cv: fator de correcdo de volume para obter-se a concentracdo em
pg/ml.) (Zaia et. al., 1998).

4.7.2 - ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA - SDS/PAGE

A analise eletroforética de proteinas foi realizada em géis de poliacrilamida com
SDS, como descrita por Laemmli (1970), utilizando o sistema da Bio-Rad. As
proteinas foram adicionadas ao tampao da amostra (Tris-HCI 0,065 M, pH 6.8,
SDS 2%, B-mercaptoetanol 2%, glicerol 10% e azul de bromofenol 0,002%), e
separadas em géis contendo poliacrilamida (6 al5% dependendo do peso
molecular da proteina), bis-acrilamida (0,26%) e SDS (0,1%), em Tris-HCI
0,375 M, pH 8.8. O gel de concentracédo foi constituido de poliacrilamida (3%),
bis-acrilamida (3%) e SDS (0,1%), em Tris-HCI 0,125 M pH 6.8.
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Os géis de separacdo e concentracdo foram polimerizados na presenca de
persulfato de amonio (0,1%) e TEMED (1:2.000, v/v). A separacéo foi feita em
tampdo de corrida constituido de Tris (0,025 M), glicina (0,192 M) e SDS
(0,1%), pH 8.3 em uma voltagem constante de 80 V. AplOs a eletroforese, os
géis foram corados por azul de Coomassie (Item 4.8.1), ou entdo transferidos
para membrana de Fluoreto de Polivilinideno (PVDF) (Item 4.8.2).

4.7.3 - COLORAGAO DO GEL:

O gel foi incubado por duas horas em solu¢do 15% metanol, 7% &acido acético
e 0,5% “Coomassie Brilliant Blue” R250. A seguir a solugédo 10% metanol 5%
acido acético foi utilizada para a remocdo do excesso de corante. O gel foi
entdo fotografado.

4.7.4 - ELETROTRANSFERENCIA DE PROTEINAS - “WESTERN BLOT (WB)”

Apés a corrida eletroforética da proteina de interesse, o gel foi colocado sobre
a membrana de PVDF (Millipore), e ambos foram colocados sobre papel extra-
grosso, 7 x 8.4 cm para sistema de transferéncia semi seco (Bio-Rad). O
sanduiche foi embebido em tampéao de Transferéncia (Tris 0,025M, glicina
0,192 M e metanol 20%, pH 8,3). e colocado no sistema “Trans-Blot Semi Dry
Electrophoretic Transfer Cell” (Bio-Rad), para eletrotransferéncia de proteinas,
sendo submetido a voltagem constante de 20V durante 1 hora e 30 minutos
Apos ser retirada do sistema, a membrana foi bloqueada por 1 hora com leite
em pé desnatado (Molico) 5% diluido em tampédo Tris-buffer saline acrescido
de tween 20 (TBS-T): composto por Tris base 20 mM pH 8,0, NaCl 150 mM e
Tween 20, 0.05%. Apos bloqueio, a membrana foi incubada por 1 hora com
anticorpo primario especifico para a proteina a ser detectada (IgG anti
camundongo), diluido em TBST contendo 5 % de leite em p6 . Os anticorpos
utilizados no experimento estéo listados na Tabela Il. Apds incubacdo com o
anticorpo primario a membrana foi lavada durante 5 minutos por trés vezes
com TBS-T. Procedeu-se 1 hora de incubacdo com anticorpo secundario anti-
imunoglobulina conjugado a peroxidase, (Anti Rabbit IgG- molécula inteira-

conjugado com peroxidase Sigma ou Anti Cabra IgG —molécula inteira—
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conjugado com peroxidase Sigma, dependendo do anticorpo primario utilizado)
na diluicdo de 1:10.000 em TBS-T contendo 5% de leite em pod, apds a
incubacdo a membrana foi lavada durante 5 minutos trés vezes com TBS-T.
ApoOs as lavagens, foi aplicado sobre a membrana 1 mL do reagente de
deteccdo “Immobilon Western chemilumnescent HRP substrate, Millipore) que
agiu durante 5 minutos em auséncia de luz. A membrana foi colocada sobre
uma transparéncia em cassete de revelacdo (KODAK) e na camara escura o
filme foi exposto a membrana. Apds a exposicao do filme a membrana, o
mesmo foi retirado do cassete e banhado sob agitacdo em solugéo reveladora
(revelador KODAK -8969735) até o aparecimento de bandas, lavado
rapidamente em &gua e colocado em solucédo fixadora (fixador KODAK-
172.5662). Apos secagem o filme revelado foi digitalizado.

TABELA II- Anticorpos utilizados nos experimentos de IHQ e WB.

Rabbit Anti VEGF scl52 VEGF Santa Cruz
Rabbit Anti active Caspase 3 ab13847 CASPASE 3 Abcam
Goat Anti CCR7 ab1657 CCR7 Abcam
Rabbit Anti TLR-4 ab13556 TLR-4 Abcam
Rabbit .Anti TLR2 ab24192 TLR-2 Abcam
Rabbit Anti Colageno | ab292 COLAGENO | Abcam
Rabbit Anti VEGFR Ab39638 receptor de VEGF Abcam
Rabbit Anti GAPDH sc25778 GAPDH Santa Cruz

4.8 - PCR EM TEMPO REAL

Ensaios de PCR em tempo real foram realizados para quantificar
especificamente os transcritos descritos na Tabela Ill. Para isso, pulmdes
foram removidos dos camundongos apés 30 e 90 dias de infeccdo por P.
brasiliensis, e misturados com o reagente Trizol (Life Technologies) e
congelados a - 80°C. O RNA total foi extraido de acordo com as instru¢cdes do
fabricante. ApOs as extracdes, as amostras foram tratadas por 30 minutos com
DNAse livre de RNAse (Promega) e purificadas com Fenol-Clorofémio. A
concentracdo e a qualidade do RNA foram avaliadas em espectrofotometro

Nanodrop 2000 a 260nm (Thermo Scientific). A qualidade do material nucléico
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extraido foi avaliada pela relacdo OD 260/0OD 280 > 1,6 e as concentracfes
finais das amostras foram padronizadas em 0,2 mg/mL. O RNA extraido foi
utiizado para a producdo de cDNA com o Kit Fermentas Life sciences,
RevertAid™ H Minus First Strand cDNA Synthesis, seguindo as
recomendacdes do fabricante.

As sequéncias dos iniciadores especificos para os transcritos e para o gene
constitutivo B-actina e das citocinas foram obtidos a partir do trabalho de
Giulieti e colaboradores (2001), os demais foram construidos e analisados
através do site www.idtdna.com e pelo programa FAST-PCR.

Apbs sintese de cDNA foi feita para cada gene, uma curva de eficiéncia que
determinou a melhor concentragdo de cDNA a ser utilizada com 5-10 pmol do
iniciador especifico. As reacdes de PCR foram realizadas utilizando o reagente
Syber®Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), segundo as instru¢ées do
fabricante Para cada reacao foram utilizados entre 5 e 10 pmol do iniciador
especifico e todas as reacOes foram feitas em triplicata. Foi utilizado o modo
delta delta CT e os resultados representam a quantificacdo relativa da
expressao génica normalizada em relagcdo ao gene constitutivo B-actina
(Giulieti et. al., 2001). As reacdoes de PCR em tempo real foram feitas e
analisadas utilizando-se o sistema de deteccdo ABIPrism 7900 (Applied

Biosystems).

4.9 - TRATAMENTO ESTATISTICO DOS DADOS

Os resultados foram analisados através do teste One way ANOVA com teste
posterior de Bonferroni nos experimentos envolvendo animais, utilizando o
programa Prism 5.0 (GraphPad, CA — USA). A significancia foi considerada
guando p<0,05.
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TABELA llIl: Sequéncias dos iniciadores utilizados no RT-PCR.

PRIMER CADEIA

SEQUENCIA 5 -3

eNOS Foward CAA CGC TAC CAC GAG GAC ATT
Reverse CTC CTG CAA AGA AAAGCT CTG G
iNOS Foward CAG CTG GGC TGT ACA AACCTT
Reverse CAT TGG AAG TGA AGC GTT TCG
IEN-y Foward TCT GGA GGA ACT GGC AAA AG
Reverse TTC AAG ACT TCA AAG AGT CTG AAG
IL-10 Foward GGT TGC CAAGCCTTATCG GA
Reverse ACCTGC TCC ACT GCCTTG CT
IL-4 Foward ACA GGA GAA GGG ACGCCAT
Reverse GAA GCC CTA CAG ACG AGCTCA
IL-6 Foward GAG GAT ACC ACT CCC AAC AGA CC
Reverse AAG TGC ATC ATC GTT GTT CAT ACA
TNE-a Foward CAT CTT CTC AAAATT CGAGTG ACA A
Reverse TGG GAG TAG ACA AGG TAC AAC CC
TGF-B Foward CAC GTC GTA GCA AAC CAC CAA GTG GA
Reverse TGA CGT CAC TGG AGT TGT ACG G
TLR4 Foward GGT TCA TGT CAT GGA TGG TGC
Reverse AGG GACTTT GCT GAG TTT CTG ATC
VEGE Foward GGC AGC TTG AGT TAA ACG AAC
Reverse TGG TGA CAT GGT TAATCG GTC
VEGER Foward ATA GAA GGT GCC CAG GAA AAG
Reverse TCT TCA GTT CCC CTT CAT TGG
B-ACTINA  Foward GGA TGC AGA AGG AGATTACTACTG
Reverse CGATCC AGA GAG AGAGTACTT G
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V.

RESULTADOS

5.1-DETERMINACAO DA PRODUCAO DE ANTICORPOS

A producgdo de anticorpos 1gG especificos anti Pb27r foi avaliada através de
ensaios de ELISA. A avaliacdo dos niveis de anticorpos IgG anti Pb27r antes e
apos cada imunizacdo, possibilitou observar que, a partir da segunda
imunizacao, niveis significativamente superiores de anticorpos IgG anti Pb27r
foram detectados nos soros dos animais imunizados (PB27) em relagdo a
camundongos ndo imunizados (CN) e imunizados apenas com o adjuvante
(ADJ) (Figura 1).

Uma vez que a imunizagcdo com a proteina Pb27r induziu a producédo de altos
niveis de IgG, foram realizados ensaios de ELISA, para determinar quais
subclasses de IgG foram predominantes durante o periodo de imunizagédo. Os
resultados encontram-se representados na Figura 2. Apés a terceira
imunizacao, niveis significativos de anticorpos especificos IgG1 (Figura 2A),
IgG2a (Figura 2B) e 1gG2b (Figura 2C) anti Pb27r foram detectados nos soros
de camundongos imunizados (PB27), em relacdo aos camundongos n&o
imunizados (CN) e imunizados apenas com o adjuvante (ADJ). Nao houve

diferenca nos niveis de IgG3 entre os grupos (Figura 2D).

Niveis de IgG Total
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= PB27
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P30 P45
Pontos de Imunizacao

Figura 1. Deteccdo dos niveis de anticorpos IgG anti Pb27r, em camundongos
BALB/c durante o periodo de imunizagdo. Soros de camundongos foram utilizados
em ensaios de ELISA na diluicdo de 1:200 para detecc¢@o de anticorpos IgG anti
Pb27r. Em cada ponto esté representado a média e o desvio padrdo do soro de trés
animais de cada grupo. Para o ensaio foram utilizados 0,5 pg de Pb27r por pogo. Os
grupos representados na figura sdo: Controle negativo (CN); adjuvante (ADJ) e
imunizado (PB27). *diferenca significativa (p< 0,05)em relagdo aos demais grupos.
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Figura 2. Deteccdo dos niveis dos subtipos de IgG anti-Pb27r, em camundongos
durante os periodos de imunizacdo. Soros de camundongos foram utilizados em
ensaios de ELISA na diluicdo de 1:200 para deteccéo dos subtipos de IgG anti Pb27r. Em
cada ponto esté representado a média e o desvio padrdo do soro de trés animais de cada
grupo. Para o ensaio foi utilizado 0,5 pug por poco da Pb27r. Os grupos representados na
figura sdo: Controle negativo (CN); adjuvante (ADJ) e imunizado (PB27).* diferenca
significativa (p< 0,05)em relagdo aos demais grupos.

A coleta do soro também foi efetuada nos pontos de eutanasia e os niveis de
IgG total foram determinados através do ensaio de ELISA. Niveis significativos
de anticorpos IgG anti Pb27r foram detectados 30 e 90 das apos a infeccéo
(1PTM e 2PTM), nos animais imunizados (PB27) e também em animais
imunizados e tratados (PB27 +TRAT). Os outros grupos infectados com P.
brasiliensis ndo apresentaram niveis significativos de anticorpos contra essas

proteinas, assim como 0s animais que néo sofreram intervencdes (Figura 3).

Como a imunizagcdo com a proteina Pb27r também induziu a producao de altos
niveis de IgG ap0s os pontos de eutanasia, foram realizados ensaios de ELISA
para determinar quais subclasses de IgG foram predominantes apés a
infeccdo. O resultado encontra-se representado na Figura 4. Niveis

significativos de anticorpos especificos 1gG1, IgG2a, IgG2b e IgG3 anti Pb27r
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foram detectados nos soros de camundongos imunizados (PB27) em relagéao
aos camundongos de grupos controles (CN, CP e ADJ) no primeiro ponto de
morte (30 dias apés a infeccdo desafio), sendo que, IgG 2a foi o subtipo que
teve menores niveis de producdo em relacdo aos demais subtipos de IgG
(Figura 4. A, B, Ce D).

No segundo ponto de morte os niveis de IgG1 foram significativamente maiores
em animais imunizados (PB27) e imunizados e tratados (PB27 + TRAT),
(Figura 4A). J4 os niveis de IgG2a foram significativamente maiores nos
grupos controle negativo (CN), adjuvante (ADJ) e imunizados (PB27) em
relacdo ao controle positivo, os camundongos imunizados e tratados (PB27+
TRAT) e somente tratado (TRAT) nédo tiveram diferencas estatisticas em
relacdo aos demais grupos no segundo ponto de morte (Figura 4B). Os niveis
de 1gG2b foram significativamente maiores nos grupos controle negativo (CN),
adjuvante (ADJ), imunizados tratados ou ndo com Fluconazol (PB27 e PB27 +
TRAT) em relacdo aos camundongos dos grupos controle positivo (CP) e
somente tratado (TRAT) no segundo Ponto de Morte (Figura 4C). Os niveis de
IgG 3 ndo tiveram diferenca significativa entre os grupos no segundo Ponto de
Morte (Figura 4D).
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0.00-
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Figura 3. Deteccdo dos niveis de anticorpos IgG total anti Pb27r apds a infec¢éo
desafio por P. brasiliensis. Soros de camundongos foram utilizados em ensaios de
ELISA na diluicdo de 1:200 para deteccdo de anticorpos 1gG anti Pb27r . Cada ponto
representa a média e o desvio padrdo do soro de trés animais de cada grupo. Para o
ensaio foi utilizado 0,5 pg da Pb27r por poco. Os grupos representados sédo: Controle
negativo (CN). Controle positivo (CP). adjuvante (ADJ). tratado (TRAT). imunizado
(PB27). imunizado/tratado (PB27+TRAT.).* diferenca significativa (p< 0,05) em relacédo
aos demais grupos.
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FIGURA 4. Detecc¢do dos niveis dos subtipos de IgG antiPb27r, em camundongos
apos infeccdo desafio. Soros de camundongos foram utilizados em ensaios de ELISA
na diluicdo de 1:200 para deteccdo dos subtipos de 1gG anti Pb27r. Cada ponto
representa a média e o desvio padréo do soro de trés animais de cada grupo. Para o
ensaio foi utilizado 0,5 pug da Pb27r por poco. Os grupos representados na figura séo:
Controle negativo (CN) controle positivo (CP). adjuvante (ADJ). tratado (TRAT)
imunizado (PB27). imunizado/tratado (PB27+TRAT). *diferenca significativa (p< 0,05)

em relagdo ao controle positivo .
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5.2. DETERMINAGAO DAS UNIDADES FORMADORAS DE COLONIA (UFCs)

Para avaliar o efeito protetor da proteina Pb27r, a imunizagéo iniciou-se 45 dias
antes da infeccao desafio e foi efetuada uma vez a cada 15 dias. O tratamento
com o quimioterapico Fluconazol iniciou-se 30 dias apés a infeccdo desafio e
foi efetuado durante 30 dias consecutivos. As analises de UFCs foram
realizadas 30 e 90 dias ap6s a infeccdo com P. brasiliensis. Para tanto, os
pulmdes foram coletados, macerados e plaqueados em meio BHI-agar. Os
dados obtidos foram plotados e expressos em Logip da média de UFCs por

grama de tecido (Figura 5).

E possivel observar a partir da analise da Figura 5, que apds 30 dias de
infeccdo, os grupos CP e ADJ apresentaram valores significativamente maiores
de unidades formadoras de colonias em relacdo ao controle negativo,
enquanto, no grupo imunizado (PB27) quando comparado ao controle negativo
(CN) nao foi possivel observar diferenga significativa. Ainda, o grupo imunizado
(PB27) apresentou uma reducédo significativa no nimero de UFCs por grama
de tecido no pulmdo em relacdo aos demais grupos infectados, sendo essa
reducdo de 78% quando comparado ao grupo Controle positivo (CP) e de 75%

guando comparado ao adjuvante (ADJ), (Figura 5A).

Apoés 90 dias de infeccdo, os grupos: adjuvante (ADJ), imunizado (PB27) e
imunizado e tratado (PB27 + TRAT) apresentaram reducado significativa no
numero de UFCs por grama de tecido pulmonar, quando comparados aos
grupos controle positivo (CP) e tratado (TRAT) que tiveram niveis
significativamente maiores de UFCs. Sendo que os grupos adjuvante (ADJ),
imunizado (PB27) ndo apresentaram numeros detectaveis de UFC no pulméao e
0 grupo imunizado e tratado (PB27 + TRAT) apresentou uma reducao e 90%
em relacdo aos grupos Controle positivo (CP) e somente tratado (TRAT),
(Figura 5B).
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Figura 5: Ensaio de protecdo em PCM experimental.

Deteccdo de unidades formadoras de colbnias (expresso em Logi o) em pulmdes, de
camundongos infectados por via intratraqueal com 3x10° células leveduriformes de P
brasiliensis (Pb18), e analisados apds 30 (A) e 90 (B) dias de infeccdo. Cada barra
representa a média e o desvio padrdo de pulm&es de 3 animais em cada grupo.*diferenca
significativa (p< 0,05) em relacdo ao controle negativo * diferenca significativa (p < 0,05) em
comparacdo ao Cotrole positivo e adjuvante. Os grupos representados na figura sdo:
Controle negativo (CN) controle positivo (CP). adjuvante (ADJ). tratado (TRAT) imunizado
(PB27). imunizado/tratado (PB27+TRAT.).
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5.3. ANALISE HISTOLOGICA

Os pulmdes dos animais foram removidos, fixados, inclusos e corados para
analise histologica, morfométrica e visualizagcdo de células flngicas nos
animais acometidos. Todos as andlises de infiltrados inflamatérios séo relativos
ao controle negativo e as intensidades ndo sao quantitativas, expressam de

forma qualitativa os niveis de infiltrado.

A coloracdo com Hematoxilina e Eosina (HE) foi utilizada para avaliagdo do
processo inflamatério e formacdo de granulomas, e através desta coloracao foi
possivel visualizar nos pulmdes dos animais Infectados (CP) , ap6s 30 dias de
infeccdo, a presencga de granulomas multifocais, de intensidades entre discreto
e moderado, constituidos por infiltrados inflamatorios intersticiais formados por
linfocitos, histiécitos e ceélulas gigantes do tipo corpo estranho, associadas a
estruturas celulares birrefringentes circulares, variando entre 6 e 20 um de
diametro, compativeis com células leveduriformes de P. brasiliensis, com
localizacdo intralesional (Figura 6B). O grupo adjuvante (ADJ) apresentou
infiltrado inflamatdrio bronco-intersticial, multifocal intenso, constituido por

linfocitos, histiocitos, plasmaocitos e neutrofilos (Figura 6C)

Entretanto, animais imunizados (PB27), ndo apresentaram leséo digna de nota,
apenas um infiltrado inflamatorio intersticial perivascular leve, constituido por

linfocitos e histiocitos (Figura 6D).

Apés 90 dias de infeccdo, os pulmbes dos animais infectados (CP)
apresentaram granulomas multifocais em intensa quantidade, constituidos por
infiltrados inflamatérios associados aos bronquios, formado por linfocitos,
histidcitos e células gigantes do tipo corpo estranho associadas a estruturas
celulares compativeis com células leveduriformes de P. brasiliensis (Figura.
7B). O grupo adjuvante (ADJ) apresentou infiltrado inflamatério bronco
intersticial,  difuso, intenso, ndo granulomatoso, com  resposta
predominantemente neutrofilica, linfo-histiocitaria e plasmadcitaria em discreta

guantidade (Figura 7C).

Os pulmdes dos animais tratados (TRAT) apresentaram granulomas,

multifocais de intensidades entre discreto e moderado, constituidos por
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infiltrados inflamatorios intersticiais formados por linfécitos e histiécitos, com
presenca de células gigantes associadas células fungicas (Figura7D). Animais
gue foram imunizados e tratados (Pb27+TRAT) apresentaram pulmdes com
infiltrado inflamatério intersticial perivascular, multifocal discreto, nao
granulomatoso, formado por linfécitos e histiécitos (Figura7E). No entanto,
animais que foram imunizados (PB27), apresentaram apenas aumento de
celularidade, com infiltrado intersticial perivascular leve, mas com vias aéreas

desobstruidas e sem lesdo digna de nota (Figura7F).

As laminas referentes aos pulmdes dos grupos experimentais também foram
submetidas a coloracdo por Grocott, com intuito de evidenciar a presenca de
células fungicas. Os resultados obtidos confirmaram os resultados ja
observados na coloragdo de HE e na determinacdo de UFCs, quanto a
presenca de células fungicas. Nestes experimentos, evidenciou-se que apés 30
dias de infeccdo, entre os grupos infectados por P. brasiliensis o grupo
imunizado (Pb27) apresentou reducéo significativa no nimero de UFCs por
grama de tecido em relacdo aos demais grupos infectados. Sendo essa
reducdo de 78% quando comparado ao grupo Controle positivo (CP) e de 75%

guando comparado ao adjuvante (ADJ), (Figura 8).

Apoés 90 dias de infeccdo, os grupos: controle positivo (CP) e tratado (TRAT)
tiveram niveis significativamente maiores de UFCs. Sendo que 0S grupos
adjuvante (ADJ) e imunizado (PB27) ndo apresentaram numeros detectaveis
de UFC no pulméo. O grupo imunizado e tratado (PB27 + TRAT) apresentou
uma reducado e 90% em relacdo aos grupos Controle positivo (CP) e somente
tratado (TRAT) (Figura 9).
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Figura 6. Andlise histolégica e morfométrica dos pulmdes de camundongos
submetidos a infeccdo por P. brasiliensis e removidos 30 dias apds a infeccao
desafio. Apés 30 dias de infeccéo por P. brasiliensis os pulmdes foram removidos, fixados,
inclusos, corados e analisados por Histologia, na coloracdo de HE. A esquerda pulmdes
representados em menor aumento (4x) e a direita em maior aumento (10x). Grupos (CN)
controle negativo (Painel A), (CP) controle positivo (Painel B), (ADJ) adjuvante (Painel C) e
(PB27) imunizado (Painel D). As setas pretas indicam a localiza¢do das células fungicas no

tecido.
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Figura 7. Analise histolégica e morfométrica dos pulmdes de camundongos
submetidos a infeccdo por P. brasiliensis e removidos 90 dias ap6s a infec¢ao desafio.
Ap6s 90 dias de infec¢éo por P. brasiliensis, os pulmdes foram removidos, fixados, inclusos,
corados e analisados por Histologia, na coloragéo de HE. A esquerda pulmdes representados
em menor aumento (4x) e a direita em maior aumento (10x). Grupos (CN) controle negativo
(Painel A), (CP) controle positivo (Painel B), (ADJ) adjuvante (Painel C), (TRAT) tratado
(Painel D), (TRAT+ PB27) imunizado e tratado (Painel E), (PB27) imunizado(Painel F). As
setas pretas indicam a localiza¢&o das células fungicas no tecido.

-B53 -



o D,

Wr s B s e

Figura 8. Microscopia de pulmdo camundongo corado por Grocott, 30 dias apés
infeccdo desafio com P. brasiliensis. Apos 30 dias de infeccdo por P. brasiliensis os
pulmdes foram removidos, fixados, inclusos, corados e analisados, na coloracdo de Grocott
com o intuito de evidenciar a presenca de células flngicas. Microscopia de pulmé&o, lente
objetiva de aumento 10x. Grupos (CN) controle negativo, (CP) controle positivo, (ADJ)
adjuvante e (PB27) imunizado. As setas pretas indicam a localizacdo das células fungicas
no tecido.

Figura 9. Microscopia de pulm&o de camundongo corado por Grocott, 90 dias apos
infeccdo desafio com P. brasiliensis. Apos 90 dias de infeccdo por P. brasiliensis os
pulmdes foram removidos, fixados, inclusos, corados e analisados, na coloracéo de Grocott
evidenciar a presenca de células fungicas. Microscopia de pulméo, lente objetiva de
aumento 10x. Grupos (CN) controle negativo, (CP) controle positivo, (ADJ) adjuvante e
(PB27) imunizado . As setas pretas indicam a localiza¢&o das células fungicas no tecido.
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Além disso, cortes histolégicos dos pulmdes dos grupos experimentais,
também foram coradas com Tricrbmico de Masson, técnica que possibilitou
evidenciar areas com presenca de fibras coldgenas, bem como, a avaliacdo

gualitativa das regides de fibrose.

A andlise das laminas coradas com Tricrémico de Masson mostrou que, apos
30 dias de infecgéo por P. brasiliensis (1° PTM), os grupos controle positivo
(CP) e adjuvante (ADJ) apresentaram regides granulomatosas e células
fungicas parcial ou totalmente circundadas e entremeadas por tecido conjuntivo
fibroso, além disso, foi possivel detectar a presenca de fibras colagenas
entremeadas no intersticio (Figura 10B e C). Animais imunizados (PB27),
guando comparados aos demais grupos infectados (CP e ADJ), tiveram uma
diminuicdo nas regides com presenca de fibras de colageno, sendo estas, em
sua maioria, entremeadas no intersticio (Figura 10D). Entre os grupos, o

adjuvante foi o grupo mais acometido por fibrose (Figura 10).

Apo6s 90 dias de infeccdo por P. brasiliensis (2° PTM), a analise histolégica
mostrou que o grupo controle positivo (CP) e (ADJ) mantiveram granulomas e
células fungicas parcial ou totalmente circundadas e entremeadas por tecido
conjuntivo fibroso, havendo um aumento de areas acometidas no ponto de 90
dias (Figura 11B e C). O grupo tratado (TRAT) apresentou granulomas e
células fungicas totalmente circundadas e entremeadas por tecido conjuntivo
fibroso, este grupo comparado com os demais grupos infectados, foi o que
apresentou maior area do pulmdo acometida fibrose (Figura 11D). Animais
imunizados e tratados (PB27+TRAT) apresentaram infiltrados inflamatérios
parcialmente delimitados e entremeados por tecido conjuntivo fibroso, porém,
em menor quantidade que o grupo somente tratado, mas em varios pontos do
intersticio pdde-se observar a presenca de fibrose (Figura 11E). Contudo, em
animais somente imunizados (PB27), foi possivel detectar poucas regides
coradas pelo Tricrémico de Masson, sendo que, estas estavam parcialmente
entremeadas em areas de infiltrado inflamatoério, no intersticio e em alguns
casos, associadas ao endotélio em quantidade superior ao normal (Figura
11F).
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Figura 10. Microscopia de pulmdo de camundongo, corados por Tricrbmico de
Masson 30 dias apos infeccdo desafio com P. brasiliensis. Apds 30 dias de infec¢éo por
P. brasiliensis os pulmdes foram removidos, fixados, inclusos, corados e analisados, na
coloracao de Tricrdmico de Masson, com o intuito de evidenciar a presenca fibras colagenas
do tipo I, bem como, formacé&o de fibrose. Microscopia de pulméo, imagens a esquerda lente
objetiva de aumento de 4x e a direita lente objetiva de aumento de 10x. Grupos: (CN)
controle negativo. (CP) controle positivo, (ADJ) adjuvante e (PB27) imunizado. As setas
pretas indicam a localizagdo das células fungicas no tecido.
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Figura 11. Microscopia de pulmdo de camundongo, corados por Tricrdbmico de
Masson 90 dias apos infeccdo desafio com P. brasiliensis. Apds 90 dias de infec¢éo por
P. brasiliensis os pulmdes foram removidos, fixados, inclusos, corados e analisados, na
coloracao de Tricrdmico de Masson, com o intuito de evidenciar a presenca fibras colagenas
tipo do I, bem como, formacé&o de fibrose. Microscopia de pulm&o, imagens a esquerda foi
utilizada lente objetiva de aumento de 4x e a direita lente objetiva de aumento de 10x.
Grupos: (CN) controle negativo (FIG.11 A), (CP) controle positivo (FIG 11B), (ADJ)
adjuvante (FIG.11C), (TRAT) tratado (FIG. 11D), (TRAT+ PB27) imunizado e tratado (FIG
11E), (PB27) imunizado (FIG 11F). As setas pretas indicam a localizacdo das células
fangicas no tecido.
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5.4. IMUNOHISTOQUIMICA

A técnica de imunohistoquimica (IHQ) foi utilizada com o intuito de detectar
moléculas (antigenos) teciduais. Foi utilizada a técnica de IHQ indireta
parcialmente modificada e padronizada. O reconhecimento do antigeno foi feito
por um anticorpo (Ac primario) especifico e um anticorpo secundério (anti IgG
da espécie animal na qual o anticorpo primario foi produzido) associado
(conjugado) a Peroxidase. As marcacdes que detectam a expressdo do
antigeno desejado aparecem na cor castanha devido a interacdo: Peroxidase —
diaminobenzidina (DAB).

A Imunohistoquimica foi utilizada para a andlise qualitativa com a finalidade de
avaliar os sinais de sobrevivéncia celular endotelial, pela expresséo do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), um importante regulador do
desenvolvimento e manutencdo vascular. A andlise dos cortes histologicos
permitiu inferir que, 30 dias ap0s a infec¢do por P. brasiliensis, os grupos
controle positivo (CP) e adjuvante (ADJ) tiveram menor expressdo de VEGF,
guando comparados aos grupos controle negativo (CN) e imunizado (PB27)
(Figura 12). Apo6s 90 dias de infeccao por P. brasiliensis, foi possivel observar
gue os grupos controle positivo (CP) e adjuvante (ADJ), tiveram menor
marcacdo de moléculas de VEGF no pulmdo em comparacdo aos demais
grupos. Além disso, € possivel observar que os grupos controle negativo (CN),
imunizado (PB27) e imunizado e tratado (PB27+ TRAT) apresentaram
pulmbdes com mais regides marcadas pela expressdao de VEGF do que os

demais grupos (Figura 13).

A técnica de imunohistoquimica também foi utilizada com a finalidade de
determinar os niveis de morte celular a partir da deteccdo da enzima Caspase
3 ativa. A analise dos resultados permitiu identificar que 30 dias apds a
infeccéo desafio, o grupo imunizado (PB27) quando comparado com 0s outros
grupos, foi o grupo que obteve maior reatividade e maiores areas marcadas
para a presenca de Caspase 3 ativa, sendo o adjuvante (ADJ) o grupo em que
menos foram detectadas areas marcadas para a presenca de Caspase 3 ativa
(Figura 14). Nao obstante, 90 dias apos a infeccdo desafio, pdde-se observar

ao analisar os cortes histolégicos, que o grupo adjuvante, quando comparado
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com 0s demais grupos, permaneceu sendo 0 grupo em que menos se detectou
Caspase 3 ativa, enquanto, nos grupos imunizados e tratados (PB27, PB27+
TRAT e TRAT), foi possivel constatar altos niveis desta enzima através da
marcacao imunohistoquimica, novamente neste ponto de morte, o grupo
imunizado (PB27) apresentou maiores regides do pulméo marcadas para a
presenca da enzima caspase 3 ativa (Figura 15).

Com o intuito de detectar e imunolocalizar receptores de quimiocina CCR7,
também foi utilizada a marcacdo Imunohistoquimica. A analise dos cortes
histologicos permitiu observar que, 30 dias apds a infeccao por P. brasiliensis,
os grupos adjuvante (ADJ) e controle positivo (CP) apresentaram maiores
niveis do receptor de quimiocina, que predominantemente apresentaram
localizacdo intersticial, principalmente entremeados nos infiltrados
inflamatdrios, enquanto nos grupos imunizado (PB27) e controle negativo (CN),
estas células estavam localizadas principalmente associadas ao endotélio. O
grupo adjuvante, teve maiores areas marcadas para a presenca do receptor de
guimiocina CCRY7.

Figura 12. Microscopia de pulmdo de camundongo, marcado pela técnica de
Imunohistoquimica 30 dias apds infec¢ao desafio por P. brasiliensis demonstrando a
imunolocalizacdo do VEGF. Apés 30 dias de infeccdo por P. brasiliensis, foi efetuada a
técnica de Imunohistoquimica com o intuito avaliar qualitativamente a expressao do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF). Microscopia de pulmé&o, lente objetiva de aumento
de 10x. Grupos: (CN) controle negativo, (CP) controle positivo, (ADJ) adjuvante, (PB27)
imunizado.
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Figura 13. Microscopia de pulmdo de camundongo marcado pela técnica de
Imunohistoquimica, 90 dias apés infeccao desafio por P. brasiliensis demonstrando a
imunolocalizacdo do VEGF. Apés 90 dias de infeccdo por P. brasiliensis, foi efetuada a
técnica de Imunohistoquimica com o intuito avaliar qualitativamente a expressédo do Fator
De Crescimento Endotelial Vascular (VEGF). Lente objetiva de aumento de 10x. Grupos:
(CN) controle negativo. (CP) controle positivo, (ADJ) adjuvante, (TRAT) tratado, (TRAT+
PB27) imunizado e tratado e (PB27) imunizado.

g A >,

Figura 14. Microscopia de pulmédo de camundongo, marcado pela técnica de
Imunohistoquimica 30 dias apds infec¢ao desafio por P. brasiliensis demonstrando a
imunolocalizacdo da enzima Caspase 3 ativa. Apés 30 dias de infeccdo por P.
brasiliensis, foi efetuada a técnica de Imunohistoquimica com o intuito de detectar os niveis
de morte celular a partir da marcacédo da enzima Caspase 3 ativa. Microscopia de pulmao
utilizando lente objetiva de aumento de 10x. Grupos: (CN) controle negativo, (CP) controle
positivo, (ADJ) adjuvante e (PB27) imunizado.
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Figura 15. Microscopia de pulmdo de camundongo, marcado pela técnica de
Imunohistoquimica 90 dias ap6s infeccao desafio por P. brasiliensis demonstrando
a imunolocalizacdo da enzima Caspase 3 ativa. Apos 90 dias de infeccdo por P.
brasiliensis, foi efetuada a técnica de Imunohistoquimica com o intuito de detectar os
niveis de morte celular a partir da marcagéo da enzima Caspase 3 ativa. Lente objetiva de
aumento de 10x. Grupos: (CN) controle negativo, (CP) controle positivo, (ADJ) adjuvante e
(PB27) imunizado, (PB27+ TRAT) imunizado e tratado e (TRAT) tratado.

Sk

Figura 16. Microscopia de pulmdo de camundongo, marcado pela técnica de
Imunohistoquimica 30 dias apés infeccdo desafio por P. brasiliensis demonstrando
a imunolocalizacdo do receptor de quimiocina CCR7. Apos 30 dias de infec¢éo por P.
brasiliensis, foi efetuada a técnica de Imunohistoquimica para detectar e imunolocalizar
células Dendriticas e linfécitos pela marcacéo do receptor de quimiocina CCR7. Imagens
obtidas utilizando lente objetiva de aumento de 10x. Grupos: (CN) controle negativo, (CP)
controle positivo, (ADJ) adjuvante e (PB27) imunizado.
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Figura 17. Microscopia de pulmdo de camundongo, marcado pela técnica de
Imunohistoquimica 90 dias ap6s infeccéo desafio demonstrando a imunolocalizacéo
do receptor de quimiocina CCR7. Apés 90 dias de infeccdo por P. brasiliensis, foi
efetuada a técnica de Imunohistoquimica para detectar e imunolocalizar o receptor de
quimiocina CCR7. Imagens obtidas utilizando lente objetiva de aumento de 10x. Grupos:
(CN) controle negativo, (CP) controle positivo, (ADJ) adjuvante, (PB27) imunizado, (PB27+
TRAT) imunizado e tratado e (TRAT) tratado.

N&o obstante, 90 dias apos a infeccdo desafio, € possivel observar que 0s
grupos adjuvante e tratado apresentaram maiores areas marcadas para a
presenca do receptor de quimiocina CCR7, sendo estas marcacdes
entremeadas ao infiltrado inflamatério e associadas ao endotélio. Em
especifico, no grupo adjuvante, é possivel observar marcacdes para o CCR7
associadas aos bréonquios e intrabronquiais. Nos demais grupos a marcacao
imunohistoquimica para a presenca de células dendriticas apareceu em menor

guantidade, porém, em localizac&o parecida.

Ainda, a imunohistoquimica foi utilizada para avaliar a expressdo do receptor
do tipo Toll (TLR4) nos pulmdes dos animais. A analise dos cortes histoldgicos
permitiu identificar que, 30 dias apos a infeccdo desafio, todos os grupos de
animais que foram infectados por P. brasiliensis (CP, ADJ, PB27), tiveram um
aumento na expressdo deste receptor se comparados com 0O grupo né&o
infectado. Além disso, 0s animais imunizados (PB27) apresentaram maior
marcag¢ao imunohistoquimica para este receptor quando comparados com 0s
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demais grupos (Figura 18). Ap6s 90 dias da infec¢cédo desafio, p6de-se observar
gue os grupos adjuvante e tratado obtiveram maior marcacao para o receptor
Toll 4 em relacdo aos demais grupos experimentais (Figura 19).

Por fim, foram mensurados também, os niveis do estabelecidos os niveis do
receptor de VEGF, VEGFR-2 (KDR/FIk-1), que, 30 dias apds a infeccao por P.
brasiliensis, obteve pouca marcacdo em todos 0s grupos, sendo 0S grupos
controle negativo e imunizado, 0os grupos que tiveram mais areas marcadas
(Figura 21). Apesar disso, 90 dias apo6s a infeccdo desafio, os grupos
imunizados (PB27 e PB27+ TRAT), mostraram maiores marcacdes para este
receptor e em varias areas do pulméo (Figura 22).

Figura 18. Microscopia de pulmdo de camundongo, marcado pela técnica de
imunohistoquimica 30 dias ap6s infeccdo desafio demonstrando a
imunolocalizagdo do receptor TLR 4. Apés 30 dias de infeccdo por P. brasiliensis, foi
efetuada a técnica de Imunohistoquimica para avaliar a expressao do receptor TLR 4 no
pulmé&o dos animais.Imagens obtidas com a utilizag&o de lente objetiva de aumento 10x.
Grupos: (CN) controle negativo, (CP) controle positivo, (ADJ) adjuvante e (PB27)
imunizado.
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Figura 19. Microscopia de pulmdo de camundongo, marcado pela técnica de
imunohistoquimica 90 dias apds infeccao desafio demonstrando a imunolocalizacéo
do receptor TLR 4. Apés 90 dias de infeccao por P. brasiliensis, foi efetuada a técnica de
Imunohistoquimica para avaliar a expressao do receptor TLR 4 no pulmao dos animais. As
imagens foram adquiridas utilizando lente objetiva de aumento de 10x. Grupos: (CN)
controle negativo, (CP) controle positivo, (ADJ) adjuvante, (PB27) imunizado, (PB27+
TRAT) imunizado e tratado e (TRAT) tratado.

Figura 20. Microscopia de pulmdo de camundongo, marcado pela técnica de
imunohistoquimica 30 dias apds infeccdo desafio demonstrando a imunolocalizagéo
de VEGFR-2. Apos 30 dias de infeccdo por P. brasiliensis, foi efetuada a técnica de
Imunohistoquimica para avaliar a expressédo do receptor VEGFR-2 no pulm&o dos
animais.Imagens obtidas com lente objetiva de aumento de 10x. Grupos: (CN) controle
negativo, (CP) controle positivo, (ADJ) adjuvante e (PB27) imunizado.

-64 -



TRATADO

Figura 21. Microscopia de pulmado de camundongo, marcado pela técnica de
imunohistoquimica 90 dias ap6s infeccdo desafio, demonstrando a imunolocalizacao
de VEGFR2. Apos 90 dias de infeccdo por P. brasiliensis, foi efetuada a técnica de
Imunohistoquimica para avaliar a expressao do receptor VEGFR-2 no pulméo dos animais.
As imagens foram obtidas utilizando lente objetiva de aumento de 10x. Grupos: (CN)
controle negativo, (CP) controle positivo, (ADJ) adjuvante, (PB27) imunizado, (PB27+ TRAT)
imunizado e tratado e (TRAT) tratado.
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5.5. WESTERN BLOT

A técnica de western blot foi utilizada com o intuito de mensurar quantidades
relativas de determinadas proteinas e de analisar as diferencas nos niveis de
expressdo destas proteinas presentes nos homogeneizados de tecido (extrato

pulmonar) dos diferentes grupos experimentais.

A técnica foi utilizada na avaliacdo da expressao do fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), a andlise dos filmes permitiu observar que 30 dias
apos a infeccéo por P. brasiliensis, 0os grupos controle positivo (CP) e adjuvante
(ADJ) tiveram expressdo significativamente menor de VEGF, quando
comparados aos grupos controle negativo (CN) e imunizado (PB27) (Figura
22A).

Noventa dias apos a infeccédo desafio, a analise dos filmes, permitiu observar
gue os grupos imunizados (PB27 e PB27+ TRAT) e 0 grupo controle negativo
(CN), tiveram expressdo significativamente maior de VEGF quando
comparados com os demais grupos experimentais (CP, TRATADO, ADJ). O
Grupo adjuvante, entre os grupos, foi o0 que teve menor expressao de VEGF,
nos dois Pontos de Morte (30 e 90 dias apoés infeccdo desafio). Nao houve
diferenca estatistica quando se comparou 0 grupo controle negativo com os

Grupos imunizados em ambos os pontos (Figura 22B).

A técnica de Western blot também foi utilizada com a finalidade de determinar
0s niveis de morte celular a partir da deteccdo da enzima Caspase 3 ativa. A
analise dos filmes nos permitiu identificar que, 30 dias apds a infeccédo desafio,
0 grupo imunizado (PB27) expressou niveis significativamente maiores de
caspase 3 ativa, em relacdo aos demais grupos experimentais (Figura 23A).
Noventa dias apos a infeccdo desafio, pdde-se observar ao analisar os filmes,
gue o grupo adjuvante, quando comparado com os demais grupos, foi o grupo
em que detectou-se menores niveis de Caspase 3 ativa, enquanto, no grupo
imunizado (PB27), foi possivel constatar uma diferenca significativamente
maior na expressao desta enzima quando comparada ao controle positivo
(Figura 23B).

- 66 -



VEGF-1°PTM
1.25

w
=

8

5

o 1.00 * k_

o

°

o

T 075

2 —

2

I 050

e

g o025 #
™ ]
> CN cpP PB27 ADJ

GRUPOS
CN cP  PB27 ADJ

A)

VEGF/GAPDH (Unidades arbitrarias)

VEGF-2°PTM

CN cpP PB27 PB27 TRAT
+ TRAT

ADJ

Figura 22. Western Blot de extrato pulmonar 30 e 90 dias ap6s a infeccao por P.
brasiliensis demonstrando a expressao de VEGF. Western blot de extrato pulmonar
para avaliar a expressdo do VEGF no pulmao dos animais. A) Trinta dias apés a infec¢céo
desafio. B) Noventa dias ap6s infeccdo desafio. Grupos: (CN) controle negativo, (CP)
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Figura 23. Western Blot de extrato pulmonar 30 e 90 dias apés a infec¢cdo por P.
brasiliensis demonstrando a expressédo de Caspase 3 ativa. Western blot de extrato
pulmonar para avaliar os niveis de Caspase 3 ativa nos grupos experimentais. A) 30 dias
apés a infeccdo desafio. B) 90 dias apos infec¢do desafio. Grupos: (CN) controle
negativo, (CP) controle positivo, (ADJ) adjuvante, (PB27) imunizado, tratado (TRAT),
imunizado e tratado (PB27+ TRAT). A) * p<0,05 diferenca estatistica em relagdo aos
demais grupos. B) * p<0,05 difernca estatistica em relagao ao imunizado (Pb27).

-67 -



Além disso, foi feito western blot com o intuito de detectar a presenca e
mensurar 0s niveis de receptores de quimiocina CCR7 nos pulmdes dos

animais dos grupos experimentais.

A andlise nos permitiu destacar que 30 dias apos a infec¢éo por P. brasiliensis,
0 grupo adjuvante obteve niveis significativamente maiores deste receptor nos
pulmdes (Figura 24A). Ao passo que, no segundo Ponto de Morte, os grupos
tratado e adjuvante obtiveram niveis expressivamente maiores quando

comparados com os demais grupos (Figura 24B).

A técnica de western blot foi utilizada também para mensurar os niveis de
expressao dos receptores tipo Toll 2 e 4 nos pulmdes dos animais. A analise
dos filmes evidenciou que, o receptor TLR 2, 30 dias apés a infeccédo desafio,
teve expressdo significativamente alta no grupo adjuvante, enquanto nos
demais grupos houve baixos niveis de expressédo. No segundo Ponto de Morte,
90 dias apos a infeccdo desafio, os grupos adjuvante e tratado, mostraram
niveis estatisticamente maiores de expressdo do TLR2 quando comparados
com os demais grupos (Figura 25). Todavia, quanto a expressdo do receptor
tipo TLR 4, 30 dias apdés a infeccdo desafio,o grupo imunizado (PB27)
apresentou niveis estatisticamente maiores de expressdo deste receptor
guando comparado com os demais grupos experimentais. Ainda, 90 dias apos
a infeccdo desafio os grupos imunizados (PB27, PB27+ TRAT) e o0 grupo
adjuvante (ADJ) apresentaram niveis expressivamente maiores de TLR 4,
guando comparados aos grupos Controle (CN e CP), resultado que pode ser

observado na Figura 26.

Por conseguinte, a técnica de Western Blot possibilitou a quantificacdo de
fibras colagenas tipo | no pulmdo dos animais, assim como, a avaliacdo dos
niveis de fibrose pulmonar. A anélise dos filmes permitiu identificar que, 30 dias
apos a infeccédo desafio, os grupos controle positivo (CP) e adjuvante (ADJ),
possuiam niveis expressivamente maiores de fibras de coldgeno no pulmao,
guando comparado com os demais grupos. Todavia, 90 dias apds a infeccéo
desafio, os grupos controle positivo, tratado e adjuvante tiveram niveis
estatisticamente maiores de Colageno tipo | no pulmdo ao serem comparados
com 0s grupos imunizados (PB27 e PB27 + TRAT) e controle negativo (Figura
27).
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Figura 25. Western Blot de extrato pulmonar 30 e 90 dias ap0s a infec¢cédo por P.
brasiliensis demonstrando a expressdo de TLR2. Técnica de Western-blot utilizada
para mensurar 0s niveis de expressdo dos receptores TLR2, nos pulmdes dos
camundongos. A) 30 dias apds a infeccao desafio. B) 90 dias apds infeccdo desafio.
Grupos: (CN) controle negativo, (CP) controle positivo, (ADJ) adjuvante, (PB27)
imunizado, tratado (TRAT), imunizado e tratado (PB27+ TRAT). * p<0,05 diferenca
estatistica em relacao aso demais grupos.

-69 -



) Tird- 1° PTM A3 TLR4-2° PTM

:é 1.50- . § 1.50+ +
£ 1.254 £ 1251

S 1.00- S 1.004

5 0.75- -I- 5. 0.754

éam- = E&W-

g 0.254 & 0.254

5 000N cp PE27 ADJ E 0007

GRUPOS

GAPDH

e [ | -

CN cP PB27 ADJ CN cpP PB27 PB27 TRAT ADJ
+TRAT

A) B)
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para mensurar os niveis de expressdo dos receptores TLR 4, nos pulmdes dos animais
imunizados e Infectados.A) 30 dias apés a infeccdo desafio. B) 90 dias ap6s infeccao
desafio. Grupos: (CN) controle negativo, (CP) controle positivo, (ADJ) adjuvante, (PB27)
imunizado, tratado (TRAT), imunizado e tratado (PB27+ TRAT). * p<0,05 diferenca
significativa em relagdo ao controle negativo .
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Figura 27. Western Blot de extrato pulmonar 30 e 90 dias ap0s a infec¢cédo por P.
brasiliensis demonstrando a expresséo de colageno do tipo |. Foi utilizada a técnica
de Western-blot para guantificacdo de Coladgeno tipo |, nos pulmdes dos animais. A) 30
dias apds a infeccdo desafio. B) 90 dias ap0s infecg¢do desafio. Grupos: (CN) controle
negativo, (CP) controle positivo, (ADJ) adjuvante, (PB27) imunizado, tratado (TRAT),
imunizado e tratado (PB27+ TRAT). * p<0,05 diferenca significativa em relacdo ao
imunizado.
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5.6- PCR EM TEMPO REAL

Os ensaios de PCR foram realizados com o cDNA obtido a partir do RNA total
extraido dos pulmdes dos camundongos dos grupos experimentais, coletados
30 e 90 dias apéds a infeccdo desafio. Esse ensaio foi utilizado para verificar o
perfil de expressdo génica de citocinas e de determinadas proteinas e enzimas,
produzidas pelos grupos experimentais. Os resultados indicam a quantificagdo
relativa da expressao génica normalizada em relagdo ao gene constitutivo (-
actina) em cada grupo analisado utilizando o método (27) delta delta CT. O
controle negativo, composto por animais que nao sofreram intervencao, foi
utilizado para obtencdo dos niveis basais de expressao. A partir desses niveis
de expressédo, o0s niveis comparativos de expressédo dos demais grupos foram

determinados.

A partir da analise de expressdo de IFN-y nos pulmdes dos animais, foi
possivel visualizar que, apos 30 dias de infecgdo, o grupo imunizado (PB27),
apresentou maiores niveis de expressdo de IFN-y quando comparado aos
demais grupos, e foi 0 Unico grupo que expressou hiveis estatisticamente
superiores ao nivel de expressao basal desta citocina. Ja no segundo ponto de
morte, 90 dias apos a infeccao desafio, os grupos controle positivo, adjuvante e
tratado, tiveram maiores niveis de expressdo do que 0S grupos imunizados
(PB27 e PB27+TRAT), porém, apenas 0 grupo tratado apresentou niveis

estatisticamente superiores aos niveis basais de expressao (Figura 28).

Com relacéo a expressdo de TNF-a, 30 dias apos a infecgao desafio, o grupo
controle positivo, expressou niveis expressivamente menores que 0s basais de
TNF-a. Entretanto, 90 dias apds a infecgao desafio, pode-se observar que o0s
grupos tratado e adjuvante apresentaram uma superexpressao génica de TNF-
a, tendo o grupo adjuvante, niveis estatisticamente maiores que todos os
grupos. Os demais grupos (CP, PB27, PB27+ TRAT), apresentaram niveis

compativeis com os basais (Figura 29).

A analise dos niveis de expresséao relativa de TGF-B, 30 dias ap0s a infeccao
desafio, mostrou que o grupo imunizado (PB27), apresentou superexpressao

deste gene em relacdo aos niveis basais e ainda, obteve expressao
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significativamente maior do que os demais grupos (ADJ, CP). Entre os grupos
infectados (CP, PB27 e ADJ) o grupo controle positivo obteve expresséo
estatisticamente menor que os grupos imunizado e adjuvante. Além disso, 90
dias apdés a infeccdo desafio, o grupo e adjuvante (ADJ), obteve niveis
significativamente maiores de expressdo em relacdo ao nivel basal e aos
demais grupos (CP, TRATADO, PB27 e PB27+TRAT) (Figura 30).

Os niveis pulmonares de IL-6, 30 dias apdés a infeccdo desafio, foram
expressivamente maiores nos grupos controle positivo e adjuvante enquanto o
grupo imunizado apresentou nivel similar ao basal. Da mesma forma, 90 dias
apos a infeccdo desafio, os grupos adjuvante e controle positivo mantiveram
niveis expressivamente maiores de IL-6, em relagdo aos niveis basais e aos
grupos imunizados (PB27 e PB27+TRAT). Contudo, o grupo tratado,

apresentou niveis estatisticamente superiores aos demais grupos (Figura 31).

Todos 0s grupos apresentaram um aumento expressivo no nivel da citocina IL-
10, sendo que, o grupo adjuvante, apresentou um nivel significativamente
maior em relacdo aos demais grupos. Ja no segundo Ponto de Morte, 90 dias
apos a infeccéo desafio, de maneira geral, os niveis expressao foram menores
do que no Primeiro Ponto (30 dias), contudo, os grupos tratado e adjuvante e
tiveram niveis de expressdo estatisticamente maiores do que o basal. Os
grupos imunizados (PB27,PB27+TRAT), tiveram niveis de expressao
significativamente inferiores ao demais grupos infectados (CP, ADJ, TRAT),

resultado que pode ser observado na Figura 32.

Foram mensurados também pela técnica de PCR em Tempo Real, os niveis de
IL-4. Estes, 30 dias apés a infeccédo desafio (1IPTM), quando comparados aos
niveis basais de expressdo, foram significativamente maiores nos grupos
controle positivo e adjuvante, sendo o imunizado, entre 0s grupos que sofreram
intervencdo, o grupo que menos expressou IL-4. Porém, 90 dias apds a
infeccdo desafio (2 PTM), todos os grupos tiveram o0s niveis de expresséo
abaixo do basal (Figura 33). A Tabela IV mostra de maneira simplificada a

expressao das citocinas quantificadas neste trabalho.
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Figura 28: Expresséo relativa de IFN-y nos pulmdes de camundongos cometidos pela
infeccdo por P. brasiliensis, Apos 30 (1° PTM) e 90 (2° PTM) dias de infeccdo, os pulmdes
dos animais foram utilizados para extracdo do mRNA e posterior dosagem da expressao
relativa de IFN-y. O grupo controle negativo (CN) foi utilizado para obtencéo dos niveis basais
de expressao * p<0,05 em relacdo aos niveis basais e aos demais grupos.
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Figura 29: Expressao relativa de TNF-a nos pulmdes de camundongos cometidos pela
infeccdo por P. brasiliensis. Apds 30 (1° PTM) e 90 (2° PTM) dias de infeccdo, os pulmdes
dos animais foram utilizados para extracdo do mRNA e posterior dosagem da expressao
relativa de TFN-a O grupo controle negativo (CN) foi utilizado para obtencdo dos niveis
basais de expressdo 1PTM* (p<0,05) em relacdo aos niveis basais, 2PTM* (p<0,05) em
relac@o aos niveis e aos demais grupos.
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Figura 30. Expresséo relativa de TGF-B nos pulmées de camundongos acometidos pela
infeccdo por P. brasiliensis,. Apés 30 (1° PTM) e 90 (2° PTM) dias de infec¢édo, os pulmdes
dos animais foram utilizados para extracdo do mRNA e posterior dosagem da expresséo
relativa de TGF-B. O grupo controle negativo (CN) foi utilizado para obtencdo dos niveis
basais de expressado * (p<0,05) em relacdo aos niveis basais de expressdo e aos demais
grupos.
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Figura 31. Expressdao relativa de IL-6 nos pulmfes de camundongos acometidos pela
infeccdo por P. brasiliensis. Apos 30 (1° PTM) e 90 (2° PTM) dias de infeccdo, os pulmdes
dos animais foram utilizados para extracdo do mRNA e posterior dosagem da expressao
relativa de IL- 6. O grupo controle negativo (CN) foi utilizado para obtencéo dos niveis basais
de expressdo * (p<0,05), ¥ (p<0.001) em relacdo aos niveis basais de expressdo e aos
demais grupos.
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Figura 32. Expressdao relativa de IL-10 nos pulmdes de camundongos acometidos pela
infeccdo por P. brasiliensis. Apos 30 (1° PTM) e 90 (2° PTM) dias de infeccdo, os pulmdes
dos animais foram utilizados para extracdo do mRNA e posterior dosagem da expresséo
relativa de IL- 10. O grupo controle negativo (CN) foi utilizado para obtencédo dos niveis basais
de expresséao * (p<0,05) = diferenca significativa em relacdo a expresséo basal e aos demais
grupos.
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Figura 33. Expressao relativa de IL-4 nos pulmfes de camundongos acometidos pela
infeccdo por P. brasiliensis. Apos 30 (1° PTM) e 90 (2° PTM) dias de infeccado, os pulmdes
dos animais foram utilizados para extracdo do mRNA e posterior dosagem da expressao
relativa de IL- 4. O grupo controle negativo (CN) foi utilizado para obtencéo dos niveis basais
de expressado 1PTM * (p<0,05) diferenca significativa em relacéo a expressao basal.
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Em relacdo a dosagem da enzima iNOS, o grupo adjuvante teve maiores niveis
de expressao relativa nos dois Pontos de Morte, sendo que no de 30 dias apds
a infeccdo desafio (1°PTM), todos os grupos, além do adjuvante, apresentaram
niveis estatisticamente similares ao nivel basal. Todavia, 90 dias apo6s a
infeccdo desafio (2°PTM), além do adjuvante, o grupo tratado também niveis
superiores aos basais (Figura 34).

Os niveis de expressao génica da enzima eNOS também foram determinados
e 30 dias apo6s a infec¢do desafio, 0 grupo controle positivo teve niveis de
expressao significativamente inferiores aos basais, ao contrario, o Grupo
imunizado apresentou niveis significativamente superiores aos basais, tendo
ainda, apresentado niveis estatisticamente maiores de expressao em relacao
aos demais grupos.Além disso, no 2° PTM (90 DIAS), o grupo imunizado foi o
anico que apresentou niveis de expressdo semelhantes ao basal, tendo os
demais grupos (CP, TRATADO, PB27+TRAT e ADJ) apresentado expressao

génica inferior a basal, como pode ser observado na Figura 35.

Foram estabelecidos os niveis de VEGFR-2 (KDR/FIk-1), que 30 dias apos a
infeccdo por P. brasiliensis, apresentou expressao estatisticamente menor no
grupo adjuvante e maior no grupo imunizado, quando comparados ao nivel
basal. Ainda, o grupo imunizado, quando comparado aos demais Qgrupos,
apresentou niveis significativamente maiores de expressdo. Do mesmo modo,
90 dias apos a infeccado por P. brasiliensis, os grupos imunizados (PB27 e
PB27+TRAT), também apresentaram niveis de expressivamente maiores em
relacdo aos niveis basais e quando comparados aos demais grupos (CP,
TRATADO E ADJ) (Figura 36).

Igualmente, utilizando a técnica de PCR em tempo real, foram determinados os
niveis de VEGF e 30 dias apd6s a infeccdo desafio, o grupo adjuvante
apresentou expressao significativamente inferior de VEGF, ao passo que, o
grupo imunizado, apresentou expressao significativamente superior, quando
comparados ao nivel basal de expressdo. Da mesma forma, 90 dias apés a
infeccdo desafio, o grupo imunizado, foi o Unico que apresentou niveis
similares e ndo significativamente inferiores em relacdo ao nivel basal. Sendo
assim, os demais grupos, (CP, TRATADO, PB27 + TRAT e ADJ), apresentaram
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niveis de VEGF, tanto inferiores aos niveis basais quanto inferiores ao grupo
imunizado (PB27), como pode ser visto na Figura 37. Por fim, foram detectados
0s niveis de TLR-4 e seu nivel de expressédo génica, 30 dias apds a infecgcédo
desafio foi superior nos grupos adjuvante e imunizado, no segundo PTM (90
dias), o grupo controle positivo, imunizado e adjuvante, apresentaram niveis de

expressao estatisticamente maiores TLR-4 (Figura 38).
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Figura 34. Expressdo relativa da enzima iNOS nos pulmfes de camundongos
acometidos pela infeccdo por P. brasiliensis. Apés 30 (1° PTM) e 90 (2° PTM) dias de
infeccdo, os pulm&es dos animais foram utilizados para extracdo do mRNA e posterior
dosagem da expressao relativa de iNOS. O grupo controle negativo (CN) foi utilizado para
obtencdo dos niveis basais de expressdo * (p<0,01); *. (p<0,001) diferenca significativa em
relac@o a expressao basal e aos demais grupos.
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Figura 35. Expressao relativa de eNOS nos pulmdes de camundongos acometidos pela
infeccao por P. brasiliensis. Apos 30 (1° PTM) e 90 (2° PTM) dias de infeccdo, os pulmdes
dos animais foram utilizados para extracdo do mRNA e posterior dosagem da expresséo
relativa de eNOS. O grupo controle negativo (CN) foi utilizado para obtencdo dos niveis
basais de expresséo.* (p<0,05) diferenca em relacao a expresséo basal e aos demais grupos.
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Figura 36. Expressédo relativa do receptor, VEGFR2, nos pulmdes de camundongos
acometidos pela infeccdo por P. brasiliensis. Apés 30 (1° PTM) e 90 (2° PTM) dias de
infeccdo, os pulm&es dos animais foram utilizados para extracdo do mRNA e posterior
dosagem da expressao relativa de VEGFR2. O grupo controle negativo (CN) foi utilizado para
obtencdo dos niveis basais de expressdo. * (p<0,05) diferenca significativa em relacdo a
expressado basal.
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Figura 37. Expressao relativa de VEGF nos pulmdes de camundongos acometidos pela
infeccao por P. brasiliensis. Apos 30 (1° PTM) e 90 (2° PTM) dias de infeccdo, os pulmdes
dos animais foram utilizados para extracdo do mRNA e posterior dosagem da expresséo
relativa de VEGF. O grupo controle negativo (CN) foi utilizado para obtencdo dos niveis
basais de expresséo. * (p<0,05) diferenca em relagdo aos niveis bsais de expresséao.
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Figura 38. Expresséo relativa de TLR-4 nos pulmdes de camundongos acometidos pela
infeccdo por P. brasiliensis. Apos 30 (1° PTM) e 90 (2° PTM) dias de infeccdo, os pulmdes
dos animais foram utilizados para extracdo do mRNA e posterior dosagem da expressao
relativa de TLR-4. O grupo controle negativo (CN) foi utilizado para obtencdo dos niveis basais
de expressao. * (p<0,05).

TABELA IV. Expressao de citocinas durante a infeccdo desafio. A tabela
mostra de maneira simplificada a expresséo das citocinas quantificadas 30 e 90 dias apés a
infeccdo desafio pela técnica de RT-PCR, onde a comparacéo foi feita a com o controle
negativo, que foi utilizado para obter niveis basais de expressdo. As setas representam se 0s
niveis de expressdo foram inferiores (|), superiores (1) ou sem diferenca significativa («») em
relac@o ao nivel basal. Grupos: (CN) controle negativo, (CP) controle positivo, (ADJ) adjuvante,
(PB27) imunizado, tratado (TRAT), imunizado e tratado (PB27+ TRAT).

EXPRESSAQ DE CITOCINAS APOS A INFECCAO DESAFIO
30 dias apos infecgdo desafio 90 dais apos a infecgdo desafio
Citocinas|  CN P | pBT | AD CN CP | TRAT | PB27 PB27+TRAl ADJ
NFY | sasal | & & | B, & & & &
TNF | Basal | = & Lol e = =
L4 BASAL — i BASAL N/ N v v 4
6 | BasAL | © O M| © | 6| 6 | e
L0 [ sl | & | e | aasal 6 | o
s | BasaL — | Basal - -
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V1.

DISCUSSAO

7

A Paracoccidioidomicose é uma doenca tipica do individuo da zona rural e
suburbana, sendo o trato respiratério considerado a porta de entrada mais
frequente para a infeccdo, que comumente manifesta-se como uma

pneumopatia de um curso crénico (Martinez, 2010).

O agente etiologico, P. brasiliensis, apresenta em sua constituicdo uma
multiplicidade de componentes antigénicos. Estes antigenos podem ser
extraidos da parede celular do fungo, do contetido citoplasmatico ou, ainda, do
fillrado de cultura. Pesquisas visando a obtencdo de antigenos de P.
brasiliensis vém sendo realizadas desde o inicio do século passado, a partir de
1960, as pesquisas relacionadas a caracterizacdo de antigenos de P.
brasiliensis apresentaram aumento significativo, estas pesquisas visam
diferentes obijetivos, tais como, avaliacdo da imunidade humoral, producao de

vacinas e diagnostico de PCM (Fernandes, 2011).

Um dos antigenos que vem sendo estudado desde 1996 e tem demonstrado
grande potencial como marcador para imunodiagnoéstico da PCM, bem como,
indutor de resposta imune protetora € a proteina de 27 kDa, denominada
Pb27r. A proteina de 27-kDa foi clonada originalmente e usada como marcador
imunolégico em 1996 (McEwen et. al.,, 1996), posteriormente, Ortiz e
colaboradores a usaram na deteccdo de anticorpos em pacientes com PCM
através de ensaios de ELISA (Ortiz et. al., 1998). Essa proteina também foi
utilizada em conjunto com a proteina p87 para detectar anticorpos em
pacientes com PCM (Diez et. al.,, 2003) e mostrou um nivel significativo de
protecdo nos pulmdes, bacos e figados de camundongos imunizados com
Pb27r e posteriormente desafiados com uma cepa virulenta de P. brasiliensis
(Reis et. al., 2008). Recentemente, a Pb27r foi utilizada por Fernandes e
colaboradores (2011), associada a proteina Pb40, para uso na terapia e no

Imunodiagndstico da PCM.

Apesar da relevancia desta proteina e de anos de utilizacdo da mesma em

varias pesquisas, pouco se tem estudado sobre a resposta inflamatoria e
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mecanismos de acdo promovidos pela imunizagdo pela PB27. Este € um dos
problemas que impossibilita sua utilizacdo em aplicacdes como vacinas.Assim
sendo, o0 estudo da resposta inflamatoria induzida pela imunizacdo se faz

necessario e relevante.

O presente trabalho visou melhorar o entendimento sobre a resposta imune e
inflamatdria promovida pela imunizagdo com a proteina Pb27r associada ou
ndo ao tratamento com o Fluconazol. O Fluconazol € um medicamento
antifangico triazolico, que € multiplo composto sintético contendo trés atomos
de nitrogénio no anel azol. Os medicamentos antifingicos triazolicos sdo de
amplo espectro e sdo usados atualmente para tratar infeccdes causadas por
fungos patogénicos diversos. Esses medicamentos inibem a sintese de
ergosterol, que € um componente essencial das membranas celulares de
fungos, que causam alteragdes na permeabilidade da membrana, causando a

morte da célula (Visbal et. al, 2005).

As unidades formadoras de col6nia foram examinadas apés 30 e 90 dias de
infeccdo por P. brasiliensis. Este experimento mostrou o efeito protetor da
imunizacdo com antigeno de P. brasiliensis Pb27r em camundongos Balb/C
machos, visto que, a imunizacao reduziu em 78% os niveis de UFCs 30 dias
apos a infeccdo e reduziu para niveis indetectaveis o numero de UFCs no
pulméo, 90 dias apos a infeccao desafio. A administracdo combinada de Pb27r
e Fluconazol também determinou reducéo significativa de UFCs 90 dias apos a
infeccdo desafio, sendo esta reducdo de 90 %. E interessante ressaltar que o
tratamento com quimioterapico sozinho (sem imunizacdo prévia) ndo obteve

reducédo nos niveis de UFCs.

Sendo assim, podemos inferir que a imunizacdo com rPb27 é eficiente em
diminuir as UFCs e as les6es granulomatosas no pulmao, sendo a imunizacéo
mais eficiente que o tratamento com Fluconazol na reducéo dos niveis de UFC
pulmonar. Ainda, podemos sugerir que a imunizacdo com Pb27r modifica e
controla a evolucdo da infeccdo pulmonar em camundongos infectados com P.
brasiliensis. Os resultados de céalculo UFC/ (LOG/g) foram confirmados pela
coloracéo de Grocott, 0 que permitiu a visualizagédo e confirmacgéo da presenca

de células fungicas nos pulmdes dos camundongos. Esses achados

-81 -



corroboram com os estudos ja efetuados utilizando a imunizagdo com Pb27r
contra P. brasiliensis. Reis e colaboradores (2005), mostraram a protecéo
gerada pela imunizacdo com Pb27r. Fernandes e colaboradores (2011)
mostraram o efeito aditivo da associacao desta proteina com o quimioterapico
Fluconazol. Em ambos os estudos, evidenciou-se uma reducédo de UFCs no
pulmao, baco e figado de camundongos imunizados com a proteina Pb27r .

As andlises histologicas da coloracdo com HE, 30 dias apdés a infeccdo
mostraram que 0s animais imunizados (PB27) ndo apresentaram lesao digna
de nota, apenas um infiltrado inflamatorio intersticial perivascular leve, quando
comparado ao controle negativo. Além disso, 90 dias ap6s a infeccao desafio,
este padrdo foi mantido e animais imunizados (PB27), novamente, nao
apresentaram leséao digna de nota. Também foi possivel observar apenas um
aumento de celularidade no intersticio pulmonar, mas as vias aéreas
permaneceram desobstruidas. Animais que receberam a imunizagédo associada
ao tratamento apresentaram um infiltrado inflamatorio multifocal discreto, sem
caracteristica granulomatosa. Porém, animais que receberam apenas o
tratamento apresentaram granulomas multifocais de intensidade moderada,
com presenca de células gigantes associadas a células fungicas. Entretanto, foi
possivel detectar que o dano tecidual neste grupo foi menor do que o

apresentado pelo grupo Infectado (CP).

A andlise dos resultados nos permite evidenciar que todos 0s grupos que
receberam algum tipo de tratamento (imunizacao / Fluconazol), reduziram os
niveis de infiltrados inflamatérios em relacdo ao controle positivo, ou seja, 0s
tratamentos interferem no curso da infeccdo. Contudo, o grupo que apresentou
guadro mais compativel com o controle negativo, (com menor intensidade de
infiltrados inflamatorios e lesdes teciduais), foi o grupo apenas imunizado
(PB27). Ainda comparando 0s grupos que receberam algum tipo de tratamento
(imunizacgéo / Fluconazol), o grupo que apresentou maiores lesdes entre eles,

foi o grupo apenas tratado.

Os infiltrados inflamatorios encontrados em animais infectados por PCM foram
constituidos principalmente por linfocitos e histiécitos localizados no intersticio.

O grupo adjuvante foi o Unico que apresentou infiltrados neutrofilicos em
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grande quantidade e com localizagdao intrabronquial. Granulomas linfo-
histiocitarios ja foram descritos por outros autores em PCM experimental, como
sendo o tipo de infiltrado o mais prevalente na constituicdo dos granulomas em
PCM (Silva et. al., 2009; SILVA, 1985; Cock et. al., 2000; Fernandes et. al.,
2011a). E interessante ressaltar que o grupo adjuvante apresentou reducéo na
carga fungica, e isto pode estar relacionado a alta capacidade fungicida dos
neutréfilos que tem sido discutida por varios autores (Abbas e Lichtman, 2005;
Pina et. al, 2006); porém, grupo o adjuvante , além do controle positivo foi o

grupo que apresentou maior lesédo pulmonar.

Estes achados confirmam novamente a capacidade protetora da Pb27, que
entre os tratamentos utilizados, foi o0 mais eficiente na reducdo de granulomas
e infiltrados inflamatorios, deixando o pulméao livre de obstru¢cdes. Novamente,
nossos resultados reforcam os dados obtidos por Reis e colaboradores (2008)
e Fernandes e colaboradores (2011), que demonstraram a reducdo da
formacédo granulomatosa na infeccéo por P. brasiliensis apos a imunizagdo com

a proteina Pb27.

Para deteccdo dos niveis de fibrose foi utilizada a técnica de Western Blot e
também foram feitas analises histolégicas com coloracdo de Tricrbmico de
Masson, que detectaram colageno do tipo | no pulmdo. Apesar das graves
consequéncias da fibrose nas desordens infecciosas e nao infecciosas, 0s
mecanismos de danos teciduais causados pela fibrose ndo sdo totalmente
compreendidos. A fibrose parece comecar simultaneamente com 0 processo

inflamatorio e se consolida com a formacao de granulomas.

O colageno é uma escleroproteina que da as principais caracteristicas a matriz
extracelular e a fibrose. Quando, por circunstancias geradas por fatores
inflamatorios, degenerativos ou neoplasicos, os estimulos para a fibrogénese
sdo ativados, o colageno ao ser sintetizado pelas células do tecido conjuntivo é
depositado extracelularmente e o tecido fibroso se acumula em excesso,
constituindo a fibrose (Andrade, 2005). O Colageno do tipo | é o0 mais comum,
aparece nos tendbes, na cartilagem fibrosa, no tecido conjuntivo frouxo
comum, no tecido conjuntivo denso (onde €& predominante sobre o0s outros

tipos), sempre formando fibras e feixes (Alberts, 1995).
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Os resultados obtidos nos experimentos de western blot nos permitiram
quantificar os niveis de colageno do tipo |, 30 dias ap6s a infeccdo desafio, e a
coloracéo de Tricromico de Masson nos permitiu ratificar de forma visual e
qualitativa os resultados obtidos pela técnica de Western Blot. Os niveis de
fiboras de colageno foram estatisticamente menores no grupo imunizado em
comparacao com os demais grupos infectados. Além disso, 90 dias apls a
infeccdo desafio, foi possivel observar que 0s grupos controle positivo, tratado
e adjuvante obtiveram maiores niveis de fibras colagenas presentes no pulméo,
enquanto os grupos imunizados (PB27 e PB27+ TRAT) apresentaram niveis
estatisticamente menores que o0s demais grupos e estes niveis foram

compativeis aos niveis do controle negativo.

A inflamacéo crdnica e a fibrose tecidual causam significativa morbidade em
doencas granulomatosas e pulmonares intersticiais. Uma das caracteristicas
histologicas mais proeminentes de doengas granulomatosas e intersticiais € a
aproximacao de células mononucleares, fibroblastos e produtos de secrecéo
dos fibroblastos, tais como colageno. Esta constatacdo levou a suposicao de
gue células mononucleares produzem fatores solUveis que sdo responsaveis
por iniciar e / ou perpetuar a resposta fibrética. O suporte para este conceito foi
estabelecido por estudos que demonstraram que fatores liberados por células
mononucleares podem alterar a proliferacdo de fibroblastos e a biossintese de
colageno, além da existéncia de uma rede de citocinas que atua na regulacao
da inflamacéo e fibrose (Elias et. al ,1990; Bilate, 2007).

Os resultados aqui mostrados associados com o0s resultados obtidos na
histologia corroboram com o conceito de que o infiltrado inflamatério esta
relacionado com fibrose, uma vez que demonstraram maiores infiltrados
inflamatorios e lesdes granulomatosas nos grupos onde foram determinados
maiores niveis de fibrose pulmonar (CP, ADJ, TRATADO). Além disso, estes
resultados nos levam a interpretar que a imunizacdo com Pb27 é eficiente em
diminuir os niveis de formacdo de fibrose pulmonar causados pela resposta
inflamatoria contra P. brasiliensis, e portanto, Pb27r possibilita a manutencéo
da funcédo respiratoria e diminui sequelas incapacitantes durante a infecgéo,
enquanto o tratamento com o quimioterapico Fluconazol aumenta os niveis de
fibrose pulmonar.
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Linfocitos T, B e células dendriticas, expressam o receptor de quimiocina CCR7
(Abbas e Lichtman, 2005). O receptor de quimiocina CCR7 desempenha um
papel critico na migracédo de DCs e linfocitos. A expressdo de CCR7 por DCs é
induzida, entre outros estimulos, por micrébios e por¢des microbianas. Os
niveis de CCR7 foram mensurados e nossos resultados mostraram uma
deteccdo de maiores niveis deste receptor no pulmédo do adjuvante, 30 e 90
dias apos a infeccdo desafio, porém em 90 dias ap0s a infeccdo desafio o
grupo tratado também apresentou niveis significativamente altos deste
receptor. Nestes grupos a presenca do receptor de quimiocina esteve
principalmente dentro de infiltrados inflamatorios.

O grupo adjuvante apresentou infiltrado inflamatério predominantemente
neutrofilico e os altos niveis de expressao do receptor de quimiocina CCR7 em
animais deste grupo pode estar relacionado com a maior migracdo de
neutrofilos para o pulmédo dos animais. Segundo Beauvillain e colaboradores
(2011), o receptor de quimiocina CCR7 esta associado a quimiotaxia de

neutrofilos (Beauvillain et. al., 2011).

Além disso, 0s grupos que apresentaram maiores niveis de CCR7, sao
justamente aqueles que apresentaram maiores niveis de fibrose pulmonar (ADJ
e TRATADO). Reacdes inflamatérias, que envolvem um influxo de
determinados tipos de células expressando citocinas, quimiocinas e moléculas

de superficie celular, precedem e acompanham a fibrose pulmonar.

Varias citocinas e quimiocinas e seus receptores tém sido investigados em
relacdo a sua contribuicdo para a patogénese da fibrose pulmonar em
tuberculose tanto em modelos humanos quanto em animais (Shinoda et. al,
2009; Yoshida et. al., 2011). CCR7 é expressa por células T e B e desempenha
um importante papel na quimiotaxia de células T e dendriticas em associacdo
com os seus ligantes. Porém, a expressdo de CCR7 é aumentada em formas
graves de pneumonias intersticiais idiopaticas (lIP) e pneumonia intersticial
usual (UIP), nas quais estes receptores permanecem localizados em éareas
focais constituidas de fibroblastos residentes ativados, miofibroblastos e
fibrécitos derivados da medula dssea (Choi et. al., 2006). Pierce e

colaboradores (2007) mostraram que CCR7 é expresso por fibroblastos na
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fibrose idiopéatica pulmonar priméaria (PIF) e na pneumonia intersticial usual
(UIP), mas nao por fibroblastos normais. Trujilloe colaboradores (2010)
mostraram que ratos CCR7-/ - foram protegidos contra a fibrose pulmonar

induzida por bleomicina.

O receptor de quimiocina CCR7 foi detectado em maiores niveis em animais
cujos niveis de fibrose foram maiores, e este aumento de fibrose pode ser
consequencia do maior influxo de células inflamatdrias nestes animais, o que
ndo aconteceu em animais imunizados devido a modulacdo da resposta
inflamatéria pela proteina. Estes resultados associados aos dados aqui
mostrados nos levam a sugerir que o receptor de quimiocina CCR7, pode estar

associado a fibrose pulmonar em paracoccidioidomicose.

O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) € uma proteina sinalizadora
gue estimula a vascularizacéo e a angiogénese, além de fazer parte do sistema
gue restaura o fornecimento de oxigénio aos tecidos, quando a circulagéo de
sangue € inadequada. Varias doencas pulmonares sdo caracterizadas por

alterar a expresséao desta molécula (Marti, 2000).

Em funcdo de tal importancia, neste trabalho os niveis de VEGF foram
mensurados através das técnicas de Imunohistoquimica, Western Blot e PCR
em tempo real, e foi possivel observar a partir dos resultados obtidos, que 30
dias apos a infeccdo desafio, tanto em nivel de mRNA quanto a nivel protéico,
nos grupos CP e ADJ os niveis de expressdo VEGF foram significativamente

menores quando comparados ao PB27 e ao CN.

Entretanto, 90 dias ap0s a infeccdo desafio, exceto o grupo imunizado (PB27),
os demais grupos (CP, TRAT, PB27+TRAT e ADJ) apresentaram niveis de
expressao génica menor do que o basal (controle negativo). E no nivel protéico
(western blot e IHQ), porém, foi possivel observar que ambos 0s grupos
imunizados (PB27 e PB27+TRAT), apresentaram niveis de expressao
comparaveis ao do controle negativo, enquanto os demais grupos mantiveram

0s niveis protéicos abaixo do nivel basal.

Estudos tém demonstrado que VEGF aumenta a expressdo de eNOS pela

ativacao do receptor tirosina kinase KDR. A inibicdo da producéo de NO por
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inibidores de eNOS, inibe significativamente efeitos mitogénicos e angiogénicos
induzidos por VEGF. A melhora na fungéo endotelial pela expressédo de VEGF,
esta associada ao aumento da expresséo de eNOS e liberacdo de NO, ou seja,
o VEGF desempenha um papel fisioldgico na regulacdo da eNOS, na liberacao
de NO, e homeostase vascular (Ben-Quan et. al., 1999). Em funcao disso,
foram mensurados os niveis de eNOS pela técnica de PCR em Tempo Real,
visto que esta enzima desempenha papel central na manutencdo da
integridade vascular e € ativada por VEGF (Edirisinghe et. al., 2008; Cerqueira
e Yoshida, 2002).

Os resultados obtidos 30 dias ap6s a infeccdo desafio demonstram que o grupo
infectado (CP) apresentou niveis de expressdo de eNOS estatisticamente
menores que os basais. Em contrapartida, os o grupo imunizado (PB27)
apresentou niveis estatisticamente maiores que os demais grupos. Além disso,
90 dias apos a infeccdo desafio, apenas o grupo imunizado apresentou niveis
de expressao compativeis ao basal, os demais grupos apresentaram niveis de
expressao inferiores ao mesmo. Resultados estes que nos levam a inferir sobre
uma possivel tendéncia da infeccdo por P. brasiliensis interferir ou modular

negativamente a expressao desta enzima.

Entretanto, os efeitos de biolégicos de VEGF sdo mediados pela ligacdo ao
receptor especifico, expresso em superficie celular. (Ferrara e Davis-Smyth,
1997). Em vista disso, foram detectados os niveis do receptor de VEGF
(VEGFR-2) através das técnicas de Imunohistoquimica e RT-PCR. Ambos os
resultados aqui apontados nos permitiram avaliar que animais imunizados
apresentaram maiores niveis de expressdo de VEGFR-2, tanto 30 como 90

dias apos a infeccéo desafio.

A analise conjunta destes resultados suporta a hipotese de que, a infeccéo por
P. brasiliensis altera os niveis e a sinalizacdo de VEGF-VEGFR2 pulmonar e
consequentemente os niveis de eNOS, e portanto, interfere nas funcées das
células endoteliais, na eficiéncia do funcionamento e manutencdo da
homeostase pulmonar, visto que animais infectados por P. brasiliensis
possuem a expressdo diminuida destas moléculas (Voelkel et. al., 2006;

Edirisinghe et. al., 2008; Jakkula et. al., 2000). Contudo, a imunizagdo com a
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proteina recombinante Pb27 restabelece a expressdo de VEGF aos niveis
basais, normalizando-a, e aumenta a expresséo do receptor VEGFR-2. Assim
sendo, a expressdo da enzima eNOS e a producdo de NO também é
restabelecida. Portanto, a imunizacdo com a proteina Pb27r restaura as
funcdes inibidas pela infeccao por P. brasiliensis, tais como, a manutencédo da
estrutura do pulméo, processos-chave de migracdo e proliferacdo de células
endoteliais, além da restituicdo da barreira sangue-ar em alvéolos e

regeneracao pulmonar.

Neste trabalho também foram mensurados os niveis de morte celular a partir
da deteccao de Caspase 3 ativa, com 0 uso das técnicas de Western Blot e
Imunohistoquimica e os resultados obtidos 30 dias apos a infeccdo desafio
mostraram que 0s animais imunizados obtiveram maiores niveis de expresséo
desta enzima, sendo que, 90 dias apos a infeccdo desafio, o grupo controle
Positivo e 0 adjuvante apresentaram niveis inferiores aos demais grupos, (CN,
PB27, TRAT, PB27+TRAT).

A apoptose € um mecanismo de defesa, que € ativado sempre que ocorre uma
invasdo por agentes patogénicos, ou ainda quando o DNA é lesado. Além
disso, a maioria dos tecidos sofre um constante processo de renovacéao celular
gracas ao equilibrio entre proliferacdo e morte das células. (Grivicich et. al.,
2007). Em 2006, Vericimo e colaboradores, apontaram o aumento de apoptose
durante o inicio da infeccdo por PCM, como um marcador fenotipico de
resisténcia. Os resultados aqui mostrados corroboram com este trabalho, visto
gue a apoptose foi maior no grupo imunizado (PB27), e 0 mesmo, apresentou
menores niveis de cargas fungicas, de infiltrados inflamatérios e de lesbes

pulmonares tais como a fibrose.

Ainda, nossos resultados nos levam a inferir que a enzima caspase 3, é
possivelmente inibida em animais infectados nas fases mais tardias de
infeccdo, sendo um provavel mecanismo de evaséo da célula fangica, porém, a
morte celular é induzida pela imunizacdo nas fases iniciais de infeccdo e,
possivelmente, evita a resposta inflamatoria exacerbada, promove a liberacéo
dos fungos intracelulares pela lise das células e matem as vias aéreas

desobstruidas através da renovacéo tecidual.
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Estudos sobre o papel do TLRs em paracoccidioidomicose sugerem que
leveduras de P. brasiliensis utilizam TLR2 e TLR4 como porta de entrada para
infectar hospedeiros mamiferos. Como efeito, as leveduras de P. brasiliensis
parecem ser reconhecidas por TLR2 e TLR4, resultando no aumento
capacidade fagocitica, secrecdo de NO e infeccdo fungica de macrofagos.
Esse reconhecimento é dependente da sinalizacdo de MYD88 para uma
eficiente resposta imune (Loures et. al., 2011; Bonfim et. al., 2009; Calich et.
al., 2008b).

Em funcdo disso, foram determinados os niveis de TLR2 e 4 nos grupos
experimentais através da técnica de Western Blot. Nossos resultados
mostraram de expressdo de TLR2 apenas no grupo adjuvante 30 dias apos a
infeccdo desafio, e nos grupos tratado e adjuvante, 90 dias apds a infeccdo
desafio. Os grupos (CN, CP, PB27, PR27+TRAT), ndo apresentaram
expressdo desse receptor em nenhum momento apdés a infeccdo desafio.
Todavia, quando foram identificados os niveis de TLR4 entre os grupos, foi
possivel identificar que os grupos imunizados apresentaram maiores niveis de
expressdo de TLR4, 30 e 90 dias apoOs a infeccdo desafio. Sendo o grupo
apenas infectado (CP) foi aquele que apresentou menores niveis de expressao
deste receptor nos dois Pontos de Morte, os resultados de western blot foram

ratificados pela Imunohistoquimica.

Em 2007, Ferreira e colaboradores, mostraram que a expressdo do gene de
TLR2 aumenta depois da infeccdo em animais suscetiveis, mas ndo em
animais resistentes (Ferreira et. al., 2007). Loures e colaboradores mostraram
gue TLR2 controla a ativacdo da imunidade inata e adaptativa contra a infeccéo
por P. brasiliensis, e revelaram que TLR2 age como regulador negativo de
células Th1l7, diminuindo sua expansao e ainda como fator que aumenta a
patologia pulmonar da PCM devido a reacdes inflamatdrias desenfreadas.
(Loures et. al., 2009). Nossos dados concordam com estes estudos, visto que o0
grupo adjuvante apresentou expressao de TLR2, também mostrou na histologia

pulmonar resposta inflamatoéria exacerbada.

Entretanto, apesar de varios estudos demonstrarem que TLR 4 é o receptor

chave no reconhecimento de lipopolissacarideos bacterianos e que TLR tém
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sido implicado na resisténcia de hospedeiros mamiferos para varios
microorganismos, incluindo fungos patogénicos tais como Candida albicans,
Aspergillus fumigatus, e Cryptococcus neoformans (Calich et. al., 2008b), em
PCM a sinalizacdo deste receptor foi associada a infec¢do fangica grave,
aumento da resposta inflamatéria e expansdo prejudicada das células T
reguladoras (Loures et. al., 2010).

Os resultados aqui obtidos mostraram maior sinalizacao deste receptor 30 dias
apos a infeccdo desafio em animais imunizados (PB27), sendo que estes
animais tiveram resposta inflamatéria controlada. Através das analises
histologicas foi possivel verificar que os animais desse grupo apresentaram
vias aéreas desobstruidas e erradicacédo da carga fungica. Os demais grupos
apresentaram niveis de expressdo de TLR4 inferiores ao imunizado, e
apresentaram maior quantidade de CFU e resposta inflamatoria exacerbada.
Ainda, 90 dias ap0s a infeccdo desafio, todos os grupos que sofreram alguma

intervencédo (imunizacao/Fluconazol) aumentaram a expressao deste receptor.

Estes resultados sugerem que a infeccdo por P. brasiliensis apesar de gerar
reconhecimento do fungo pelo TLR4, ndo aumenta os niveis de expresséo
deste receptor, enquanto a imunizagdo com a proteina Pb27r aumenta e
mantém os niveis de expressdo durante 90 dias de infeccdo, sugerindo ser
este 0 mecanismo o qual a resposta imune inata dos animais imunizados foi
inicialmente ativada. Estes resultados corroboram com Loures e colaboradores
(2011), que sugeriram que P. brasiliensis utiliza TLR2 ou TLR4 para entrar em
macrofagos e infectar hospedeiros mamiferos, e induzi com isso o
reconhecimento da célula fungica pelo sistema imune, ativando dessa forma a

resposta imunoldgica .

A discussao sobre o perfil de citocinas que leva a protecdo em PCM murina é
ampla. Varios artigos mostram que a imunoregulacéo e resisténcia em PCM
estd associada a padrbes de resposta imune regulada por células T
auxiliadoras do Tipo Thl, enquanto a suscetibilidade estd relacionada a
respostas tipo Th2 (Calich e Kashino, 1998). Enquanto células Thl produzem
principalmente IFN e IL-2, células Th2 produzem IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10 (Silva

et. al., 1995; Magalhées et. al., 2012). Ainda segundo Tavares e colaboradores
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(2012), a infeccao por P. brasiliensis provoca o acumulo de mRNA para os
genes que codificam citocinas pré-inflamatérias (Tavares et. al., 2012).

Neste trabalho, foram determinados os niveis de citocinas pré6 e anti-
inflamatérias (IFN-y, IL-4, IL-10, IL-6, TGF- B e TNF- a) e da enzima iNOS. Os
resultados apresentados mostraram que 30 dias apds a infeccdo desafio o
grupo controle positivo apresentou niveis significativamente inferiores de TNF,
e superiores de IL-4 e IL-6. O grupo adjuvante apresentou niveis superiores
das citocinas IL-4, IL-10 e IL-6. Enquanto o grupo imunizado, produziu niveis
superiores de INF-y e TGF-(3.

Entretanto, 90 dias apés a infeccdo desafio, todos os grupos apresentaram
niveis inferiores de expressao da citocina IL-4, e o grupo controle positivo, além
disso, apresentou niveis expressivamente superiores de IL-10 e IL-6. Ja O
grupo tratado apresentou niveis superiores de IFN-y, TNF-a, IL-10, IL-6 e niveis
de expressao compativeis aos basais da citocina TGF-B. O grupo imunizado
(PB27) teve perfil semelhante ao imunizado e tratado (PB27 + TRAT) 90 dias
apos a infeccdo desafio, e ambos, além de ter apresentado niveis inferiores de
IL-4, apresentaram niveis de expressdo compativeis aos basais (nao tiveram
diferencas significativas em relacdo ao controle negativo) em relacdo a
guantificacdo das demais citocinas dosadas: IFN-y, TNF-q, IL-10, IL-6 e TGF-
B. O grupo adjuvante, 90 dias apo0s a infeccdo desfio, apresentou niveis
superiores de expressao das citocinas IL-10, IL-6, TGF- B e TNF- a e niveis

inferiores de IL-4, tendo apresentado niveis normais apenas de IFN-y.

Ao analisarmos o perfil de citocinas 30 dias apés a infeccdo desfio, podemos
sugerir que, na fase inicial da infeccdo, animais imunizados podem ter
apresentado maior protecdo em relacdo aos demais grupos, devido a producéo
de IFN-y, enquanto os demais grupos (ADJ e CP) apresentaram na fase inicial
de resposta (30 dias) citocinas relacionadas com sucetibilidade em PCM como
IL-6, IL-4 e IL-10. Além disso, no inicio da infec¢cdo, o grupo controle positivo

apresentou um decréscimo na expressao de TNF-a.

O fator de necrose tumoral (TNF-a) é uma citocina pré-inflamatéria produzida

por diversas células, sobretudo por macréfagos ativados. Ela estimula o
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recrutamento de neutrofilos e mondcitos para os locais da infeccdo e ativa

essas células para erradicar o microorganismo (Abbas e Lichtman, 2005).

O TNF-a atua sobre a fungdo macrofagica na PCM humana e experimental,
modulando e amplificando a resposta imune, promovendo reacao
granulomatosa e atividade fungicida mediada por macréfagos. A auséncia
desta citocina resulta no comprometimento dos mecanismos de defesa
associado a incapacidade de desenvolver reacbes granulomatosas eficientes
para conter a multiplicacéo fungica. (Fortes et. al., 2011). A suscetibilidade do
grupo controle positivo pode estar relacionada com menores niveis de

producéo de TNF-a dos animais deste grupo na fase inicial da infecgéo.

O IFN-y é uma citocina descrita por ser a principal citocina ativadora de
macrofagos e exercer fungbes criticas na imunidade inata e adaptativa,
promover a diferenciacdo de células TCD4" ndo comprometidas (naive) para a
sub-populacédo Thl (Abbas e Lichtman, 2005). IFN-y pode ativar macréfagos
infectados a secretar TNF-a e a inibir a replicacéo de P. brasiliensis (Castaneda
et. al., 1988). Cano e colaboradores (1998), mostraram o papel protetor desta
citocina na paracoccidioidomicose “a presenca de IFN-y € essencial para a

imunidade protetora e para a eliminacéo de P. brasiliensis”.

Estudos reforcam o conceito de que o fendtipo especifico de citocinas pode ser
o fundamental mecanismo para a regulacdo ou a continuacdo do processo
fibrético. Nas fases tardias das respostas inflamatodrias, é notado um aumento
na producdo de determinadas citocinas, capazes de promover o acumulo de
tecido conjuntivo, que resulta em alteracBes estruturais e funcionais nos

tecidos.

De acordo com Eliase colaboradores (1990), células inflamatérias regulam a
funcdo dos fibroblastos através da producdo de citocinas. Estudos
demonstraram que TNF-a, TGF-B, e as interleucinas IL-1, IL-4, IL-6 e IL-8
contribuem para a formacao de cicatriz tecidual levando a fibrose, enquanto
IFN-y tem efeito de inibicdo de fibroblastos e supressdo na producdo de
proteinas matriz extracelular tais como, colageno e fibronectina (Lukacs et. al.,

2001; Elias et. al., 1990). Estes dados podem estar relacionados ao menor
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nivel de fibrose no pulmdo de camundongos imunizados em relacdo aos
demais, visto que, o grupo imunizado (PB27) foi o Unico que produziu niveis
significativos IFN- y na fase inicial da infecgdo e n&o produziu niveis

significativos de citocinas indutoras de fibrose tais como, IL-6 e IL-4.

A citocina IL-4 é descrita por estimular o desenvolvimento de células Th2 a
partir de células T CD4" naive e funciona como fator de crescimento autocrino
para células Th2 diferenciadas. A IL-4 antagoniza os efeitos ativadores do IFN-
y sobre os macréfagos, e inibe rea¢des imunes mediadas por células (Abbas e
Lichtman, 2005). Estudos mostraram que IL-4 aumenta a gravidade e
exacerbagédo da PCM (Cavassani et. al., 2011; Arruda et. al., 2004). Segundo
Pinzan e colaboradores (2010), o perfil de citocinas Th2 que esta associado
com a producdo de IL-4 é produzido por camundongos machos que séo
suscetiveis a infec¢cdo por P. brasiliensis e ndo por fémeas (Pinzan et. al.,
2010). Pina e colaboradores (2006), demonstraram que camundongos
deficientes em IL-4, quando infectados por P. brasiliensis, apresentavam
concentracfes pulmonares mais elevadas de IFN-y e menores das citocinas IL-
5 e IL-10 (Pina et. al., 2006).

A analise do perfil de citocinas na fase mais tardia da infeccao (90 dias apés a
infeccdo desafio) nos permite inferir que animais imunizados apresentaram
uma estabilizacdo na resposta imune e seu perfil de citocinas aproximou-se ao
basal, exceto para a citocina IL-4, que sofreu decréscimo de expressao. Tais
resultados mostram que a resposta imune nestes animais diminuiu e se
normalizou, e isto pode ser relacionado aos resultados obtidos na
determinacdo de UFCs e Histologia destes grupos, que demonstraram a
auséncia de células fungicas no pulmao, a diminuicdo da resposta inflamatoria,
de lesdes granulomatosas e de fibrose, ou seja, nos pulmdes dos animais
imunizados houve reducdo dos estimulos que induzissem a atividade da

resposta imune celular.

Contudo, nos demais grupos (CP, TRAT, ADJ), 90 dias apés a infeccdo
desafio, apesar do decréscimo de IL-4, a expressao das citocinas com perfil
indutor de suscetibilidade IL-6 e IL-10 foi elevada. Entre esses grupos, €

interessante ressaltar que a resposta imune gerada pelo ADJ apresentou
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producéo elevada de quase todas citocinas aqui dosadas, excetuando apenas
o IFN-y. O grupo tratado, que apesar de expressar hiveis superiores de
citocinas que induzem suscetibilidade também expressou de citocinas niveis
altos de citocinas relacionadas a resisténcia. A auséncia de uma resposta
imune direcionada pode ter gerado a suscetibilidade destes animais. Esses
resultados também corroboram com aqueles vistos na determinacao de UFCs
e Histologia, em que animais que apresentaram maior producao de IL-6 e IL-10
foram mais suscetiveis a infec¢@o por P. brasiliensis e apresentaram um perfil

histolégico com presenca de células fungicas, granulomas e fibrose pulmonar.

A IL-10 é uma citocina inibidora de macréfagos e esta, portanto, envolvida no
controle das reacdes da imunidade inata e da imunidade mediada por células,
inibe a producéo de IL-12, e consequentemente, a secre¢ao de IFN (Abbas e
Lichtman, 2005). Em PCM, a expresséo de citocinas anti-inflamatérias, como
IL-10 em linfonodos de pacientes com a forma aguda da doenca, esta
associada ao mecanismo pelo qual o fungo evade da resposta imune do
hospedeiro, contribuindo para a forma disseminada da PCM. A deteccéo de IL-
10 e IL-5 por imunomarcacdo em granulomas frouxos indica que estas
citocinas induzem uma resposta imune ineficaz para conter a infeccéo fungica
(Fortes et. al., 2011). Estudos mostram que a secrecéo da citocina IL-10 esta
relacionada com a suscetibilidade em PCM (Pinzan et. al., 2010; Ferreira et. al.,
2007).

A IL-6 é uma citocina sintetizada por fagécitos mononucleares, células
endoteliais, fibroblastos, entre outras. O TNF-a atua ainda como indutor
fisiolégico na sintese e secrecao de IL-6 por diversas células em resposta a um
estimulo ou em resposta a microrganismos. A IL-6 possui, entre outras, a
funcdo de induzir a sintese de proteinas de fase aguda, contribuindo assim
para os efeitos sistémicos da inflamacdo, estimulando a producdo de

neutréfilos e o crescimento de linfécitos B.

A presenca de citocinas com atividade potencialmente imunossupressora tais
como, IL-6 e IL-10, em fases iniciais da infeccdo por M. avium, foram relatadas
como causa provavel de resposta imune inadequada contra 0 microrganismo

(Denis, 1990). Além disso, IL-6 e IL-10 tém sido demonstradas por mediarem a
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resposta imune e também por serem responsaveis pela imunopatogénese de

micoses sistémicas, como a coccidioidomicose (Dooley et. al., 1994).

Em PCM a citocina IL-6 foi descrita possuir um efeito autocrino sobre 0s
mondcitos, no sentido de modular negativamente a funcdo dessas células, é
provavel que a producdo de IL-6 seja induzida por cepas virulentas de P.
brasiliensis, e possa impedir a ativacdo de mondcitos e macrofagos adjacentes
ao local infectado, diminuindo a atividade fungicida dessas células e talvez,
propiciando a sobrevivéncia do patégeno (Siqueira, 2009; Siqueira et. al.,
2009).

Nossos resultados concordam com o que foi descrito sobre as citocinas IL-10 e
IL-6, visto que, os animais mais acometidos e suscetiveis a infecgdo obtiveram

niveis superiores de expresséo destas interleucinas.

O TGF-B, inibe a diferenciacéao de células T e a ativagdo de macrofagos,
inibindo as respostas imunes e inflamatdrias (Abbas e Lichtman, 2005). Em
PCM, esta citocina ja foi descrita por estar relacionada com fibrose e com as
formas mucocutaneas. A presenca de TGF- nas areas de fibrose sugere que
esta citocina estd envolvida no processo de cicatrizacdo através da
estimulacdo da proliferacdo de fibroblastos, como também, em funcdes
reparadoras e reguladoras das lesdes, modulando a resposta inflamatdria,
reduzindo a destruicdo tecidual e contribuindo para o reparo e menor
intensidade de sequela tecidual (Parise-Fortes et. al., 2006; Nishikaku e Burger,
2003). Os resultados aqui apresentados mostram a producdo de TGF-f3 pelos
grupos imunizados na fase inicial da infeccdo, porém na fase mais tardia (90
dias) somente o grupo adjuvante apresentou altos niveis de expressao desta
citocina. Os mecanismos que levam TGF-B a induzir fibrose pulmonar, ainda
sdo desconhecidos, e, em nosso trabalho, ndo foi possivel correlacionar a

presenca desta citocina com a formacao de fibrose pulmonar.

O desequilibrio na producdo tanto de citocinas supressoras como
estimuladoras pode afetar a resposta inata ou ainda causar distirbios na
resposta imune especifica mediada por linfécitos T e B (Bozzi et. al., 2009). Os

resultados aqui mostrados apontam o potencial da proteina Pb27r na
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modulagéo da resposta imune e inflamatoria induzida pela imunizagéo contra
PCM, diminuindo assim, a carga fungica, tempo de tratamento, gastos

governamentais com tratamento, a extensdo das lesdes e prevenindo recidivas.

Foram mensurados também, os niveis da enzima Oxido nitrico Sintase
Induzivel (iNOS). A isoforma Il ou 6xido nitrico-sintase induzida (iINOS) é uma
NOS induzida por citocinas e lipopolissacarideos, no endotélio e musculatura
lisa vascular. Essa enzima produz grande quantidade de NO, que tem efeito
citostatico na inibicdo de enzimas contendo ferro, causa fragmentacdo de DNA
e atua em parasitas e células tumorais (Cerqueira e Yoshida, 2002). A iNOS
epitelial bronquial é responsavel pela defesa imunoldgica a agentes externos
inalados, principalmente pelo recrutamento de macrofagos epiteliais e
subepiteliais (Filho e Zilberstein, 2000).

Os resultados aqui mostrados, apontaram para maiores niveis de iNOS no
grupo adjuvante, tanto em 30 como em 90 dias apos a infec¢ao desafio, sendo
gue em 90 dias, o grupo tratado também apresentou niveis superiores de
INOS. Estes grupos, entre os grupos estudados, foram 0s que apresentaram
maiores niveis de fibrose pulmonar, formacdo granulomatosa e suscetibilidade,
além disso, o grupo tratado foi o Unico que apresentou, além do controle
positivo, presenca de células fungicas na determinacdo de UFCs 90 dias apos

a infeccao desafio.

A enzima iINOS tem sido descrita por determinar resisténcia em PCM. Animais
com producdo deficiente desta enzima possuem exacerbacdo da resposta
inflamatoria e alta producéo de citocinas Thl e Th2 durante a infeccéo por P.
brasiliensis (Livonesi et. al., 2009; Batista et. al., 2005). A molécula
antimicrobiana chave envolvida na morte de patégenos intracelulares é o NO, o
qgual é gerado a partir do aminoacido L-arginina pela isoforma induzivel da
sintase do NO (iINOS ou NOS2) (Nascimento et. al., 2002). O NO atua tanto
como mensageiro intracelular, como faz parte do arsenal de primeira defesa do
organismo com poder microbicida e possui acdo antibactericida, antiparasitica

e antiviral, sendo toxico aos microorganismos invasores.
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Porém, existe um delicado limite de concentracao tissular de NO que define a
ndo-toxicidade as células do hospedeiro e a toxicidade necessaria para acao
antimicrobicida (Filho e Zilberstein, 2000). Estudos tem mostrado a outra face
na producdo de oOxido nitrico pela enzima iINOS. Nascimento e colaboradores
(2002) mostraram o papel dubio desta enzima na infec¢éo por P. brasiliensis, e
observaram que as respostas dos macrofagos sdo geneticamente
determinadas e que padrdes distintos de respostas fenotipicas, principalmente
relacionadas com a producdo de NO, sao estabelecidas durante a infeccao.
Além disso, descreveram que embora a atividade do NO derivado de iNOS seja
critica para o controle da multiplicacdo de fungos em animais susceptiveis e

resistentes, a alta e persistente producéo de NO é marca de suscetibilidade.

Estes dados estdo associados com a idéia de que NO pode exercer efeitos
positivos e negativos sobre a regulamentacdo da defesa do hospedeiro
(Connelly et. al., 2001). Descobertas sugerem que o NO tem um papel
importante na modulacdo negativa da resposta inflamatdria, por induzir a
formacédo de granulomas soltos e a disseminacdo do fungo, resultando, em
fases posteriores, na progressao da paracoccidioidomicose (Nishikaku et. al.,
2009). Os resultados obtidos neste trabalho corroboram com os estudos aqui
mostrados, visto que, animais suscetiveis obtiveram niveis estatisticamente
superiores de expressdo de INOS. O que nos faz concordar que existe a
necessidade da producdo de NO, na defesa e resisténcia contra PCM,
(Livonesi et. al., 2009), mas a auséncia ou altos niveis desta enzima, polos
extremos de expressao, estdo relacionados a suscetibilidade. Sugerimos aqui,
gue um equilibrio na expressdo desta enzima pode ser o essencial na defesa
contra P. brasiliensis e este equilibrio foi observado em animais imunizados
(PB27 e Pb27+TRAT), que inicialmente tiveram uma tendéncia em aumentar a
producédo de iINOS, mas 90 dias ap6és a infec¢do desafio ja haviam normalizado

a expressado dessa enzima.

A resposta imune humoral também foi avaliada. A imunizacdo com a proteina
Pb27r antes da infeccao desafio, induziu a producéo de altos niveis de IgG nos
animais imunizados. Estes niveis foram determinados também apds a infeccao
desafio, e foram persistentemente maiores nos animais imunizados durante o
periodo de infeccdo (até 90 dias). Em funcéo disso, também foram mensuradas
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as subclasses de 1gG (IgG1, 1gG2a, 1gG2b, 1gG3) induzidas pela imunizagéo.
Foi possivel observar que a imunizagdo s6 ndo ativou a expressdo de maiores
niveis de expressdo do subtipo 1gG3, sendo que os outros: IgGl, IgG2a e
lgG2b foram expressos em niveis significativamente maiores durante o periodo
de imunizacédo. O subtipo IgG1, foi o que obteve maior nivel de expresséo. Este
perfil de resposta humoral foi observado por Fernandes e colaboradores (2011)
na utilizacdo da proteina Pb27r como vacina terapéutica e por Santose
colaboradores (2012), na andlise do perfil de IgG em humanos frente a Pb27r

ApoOs a infecgdo, foram determinados novamente os niveis das subclasses de
lgG, para determinagdo de quais subclasses estavam relacionadas com a
protecdo contra P. brasiliensis. E foi possivel observar que 30 dias apds a
infeccdo desafio os animais imunizados produziram niveis significativos de
todas as subclasses (IgG1, IgG2a, IgG2b e IgG3). Entretanto, 90 dias apods a
infeccdo desafio este perfil se modificou, apenas os niveis de IgG1l
permaneceram mais altos nos animais imunizados, tendo os demais subtipos

(IgG2a, IgG2b e 1gG3) apresentado niveis comparativos ao controle negativo.

Porém, é interessante ressaltar que o grupo controle positivo apresentou niveis
de expresséao das subclasses IgG2a e 1gG2b inferiores ao controle negativo, ou
seja, nesses animais houve uma expressao estaticamente inferior a normal
destas subclasses de Ig. O mesmo aconteceu com o grupo tratado em relacéo
ao lgG2b. Ainda, 90 dias apoOs a infeccdo desafio, ndo houve diferenca

estatistica de expressao de IgG3 entre 0s grupos.

O papel de anticorpos na PCM ainda néo foi totalmente estabelecido e a
resposta imune humoral é descrita por ndo ter, aparentemente, um papel
central na defesa contra PCM. Porém, pacientes com PCM e animais

infectados por P. brasiliensis produzem grandes quantidades de anticorpos.

Inicialmente, grandes titulos de anticorpos foram associados a gravidade da
doenca, porém, segundo Negro e colaboradores (2000), a correlacdo entre a
gravidade da doenca e altos titulos sorolégicos é comumente referida na
literatura, mas nao foi evidénciada . Cano e colaboradores (1995) mostraram a

relacdo entre subclasses de anticorpos e resisténcia a PCM, e a relacao destes
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anticorpos com as respostas imunes Thl e Th2. Com este estudo, esses
autores observaram que camundongos resistentes produzem titulos
significativamente mais altos de 1gG2a e 1gG3 quando comparados com
suscetiveis e sugeriram a influéncia de diferentes citocinas sobre a producgéo
de anticorpos e de seus isotipos. O IFN-y foi descrito por ser o principal indutor
da secrecdo IgG2a , enquanto que IL-4 foi o associada com isotipo IgG1.
Assim, sugerindo que uma resposta Th2 pode ser dominante em animais
suscetiveis e uma resposta Thl influéncia a resisténcia (Cano et. al., 1995;
Magalhaes et. al., 2012).

Altos niveis de subtipos de 1gG séo diferentes em diferentes estados clinicos
da PCM. Na forma juvenil, a resposta tipo Th2 & dominante e & também
responsavel por alta severidade da doenca e descontrole da carga fungica e
disseminacao. Na forma adulta, descrita por gerar resposta Th1l, altos niveis de
IFN levam a producéo de 1gG2, conferindo resisténcia (Baida et. al., 1999).
Autores sugerem que, em PCM, a resposta com anticorpos pode variar de
acordo com as formas clinicas e talvez com a gravidade da doenca. Soros da
forma crénica possuem altos niveis de anticorpos especificos, principalmente a
subclasse IgG1. Assim, a ativacdo de células B, no inicio da infeccdo pode
influenciar o desenvolvimento de células T auxiliares (helper), desempenhar um
papel nos sitios alveolares e influenciar a polarizacdo das células T na fase

precoce da infeccao (Unterkircher et. al., 2004).

Em PCM, apesar de ndo ser bem descrito, estudos tém demonstrado que os
anticorpos podem constituir um importante mecanismo de defesa.
Camundongos com baixa producdo de anticorpos e infectados por P.
brasiliensis obtiveram altas taxas de mortalidade e disseminag¢do fungica
(Fernandes, 2011).

Ainda, o estudo sobre a expresséo de anticorpos direcionados durante o curso
do tratamento contra PCM, mostrou que antigenos de P. brasiliensis induzem
uma resposta primaria de IgM e subsequentemente uma resposta IgG1l.
Pacientes que comecaram o tratamento antifingico e desenvolveram uma
melhor resposta imune contra o P. brasiliensis, tiveram os titulos de 1gG1

aumentados (Bertini et. al., 2007).
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Segundo, Suzukie colaboradores (1997) 1gG1 pode ter um papel importante na
resolucdo da infeccdo fangica. O fungo revestido com IgGl pode ligar-se
especificamente aos receptores Fc nas superficies de fagdcitos (mondcitos e
neutrdéfilos), e estes removem patdgenos e seus produtos de degradacdo dos
espacos extracelulares. Além disso, as células NK tém a capacidade de
destruir as células revestidas com anticorpo alvo através do citotoxicidade
mediada por células dependente de anticorpos, que pode ser desencadeada
pela interacdo entre IgGl na superficie de levedura e o RIll Fc (CD16),
expresso em células NK. Este receptor reconhece anticorpos IgGl e 1gG3 e
estd envolvido na liberagdo de perforina e granzimas de granulos
citoplasmaticos (Nabavi,. 1986; Abbas e Lichtman, 2005; Bertini et. al., 2007).

Xander e colaboradores (2007) indicaram que a imunidade mediada por
anticorpos pode contribuir para o controle da infeccdo, e mostraram que o
anticorpo que reconhecia a proteina secretada de 75-kDa inibiu o crescimento
de P. brasiliensis in vitro e reduziu o nimero de UFCs no pulméo in vivo
(Xander, 2007).

Os resultados aqui mostrados corroboram com estudos que relacionam
producdo de anticorpos a defesa do organismo contra PCM, visto que, a
imunizacdo que teve efeito protetor em PCM induziu a expressao de altos
titulos de anticorpo, principalmente na fase inicial de infeccdo. Entre os
mecanismos que anticorpos podem ter contra a PCM estéo, a neutralizacao de
microrganismos e toxinas microbianas, a opsonizacdo de antigenos para
fagocitose por macrofagos e neutrofilos, a ativacdo da via classica do
complemento, citotoxidade mediada por células (NK e macrofagos) dependente
de anticorpos e inibicdo da ativacdo de células B por realimentacéo (feedback)
(Abbas & Lichtman, 2005).

Ainda, nossos resultados corroboram com outros estudos feitos com Pb27r
tanto em humanos quanto em animais, que mostraram a producdo de altos
niveis de 1gG, quando Pb27r é utilizada como o antigeno em ensaios de ELISA
(Santos et. al., 2012; Fernandes, 2011; Fernandes et. al., 2011b).

- 100 -



Segundo, Santos e colaboradores (2012) com o estudo feito em humanos, os
titulos de 1gG total tiveram alta reatividade frente a Pb27r , sendo os subtipos
lgG1, 1gG4, 1gG2, respectivamente, os mais reativos. Somente a analise de
IgG3 ndo apresentou diferenca significativa entre os pacientes com PCM e os
de grupos controle negativo (Santos et. al., 2012). Resultados estes,
compativeis com os obtidos neste trabalho. A deteccdo de altos titulos de IgG
durante todo periodo de infeccdo e das subclasses IgG1, 1gG2a, IgG2b e IgG3
nas fases inicias de infeccdo em animais imunizados, nos permite sugerir que a
producdo de anticorpos € essencial na defesa do organismo e possivel

mecanismo de protecdo da imunizagdo com Pb27r.
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VII.

CONCLUSAO

Este trabalho permite concluir que a imunizacdo com a Pb27r altera e modula a
resposta inflamatéria nos animais diminuindo o influxo de células para o

pulméo e reduzindo os niveis de fibrose pulmonar.

Durante a infec¢do h& o reconhecimento do fungo pelas células via TLR4 e a
imunizacdo aumenta a expressao deste receptor na fase inicial da infeccao,
possivel mecanismo de resisténcia em animais imunizados. A infeccdo por P.
brasiliensis favorece a producdo das citocinas IL-10 e IL-6 e inibe a morte
celular via Caspase 3, sendo estes possiveis mecanismos de evasao da célula
fungica relacionados com a suscetibilidade em PCM. Todavia, a imunizagao
impede a producao dessas citocinas e induz a expressao da enzima caspase 3
ativa durante a infeccdo, o que pode evitar a resposta inflamatoria exacerbada,
promover a liberacdo dos fungos intracelulares e desobstruir as vias aéreas,
resposta que pode ser associada a protecao encontrada nestes animais. Ainda,
e factivel concluir que a infeccdo por P. brasiliensis diminui a expressédo de
VEGF, VEGFR2 e da enzima eNOS no pulméao, interferindo na vascularizagao,
na migracdo e proliferacdo de células endoteliais e na restituicdo da barreira
sangue-ar em alvéolos. Entretanto, a imunizacdo com a Pb27r restabelece os
niveis de VEGF e VEGFR2 e da enzima eNOS no pulmao.

Por fim, conclui-se que a Pb27r age modulando positivamente os mecanismos
de resposta inflamatéria, e consequentemente, induz protecdo em individuos
imunizados. Além de ter a capacidade de incutir maior protecao, restabelece a
homeostase pulmonar, influencia ativamente na vascularizacdo e na producao
de 6xido nitrico alterados pela infeccdo. O entendimento dos mecanismos de
atuacdo da proteina devem ser melhor estudados, para que esta possa ser
utilizada em aplicacdes futuras contra PCM. O tratamento com o quimioterapico
Fluconazol mostrou-se ineficaz na eliminacdo de UFCs e na inibicdo da reacdo
inflamatoria exacerbada e possivelmente favorece a formacdo de fibrose
pulmonar. A associacdo da proteina com o quimioterapico Fluconazol, apesar
de eficiente, ndo se faz necessaria, visto que, a imunizagdo por si SO,

apresentou melhores resultados contra infec¢éo por P. brasiliensis.
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VIll. PERSPECTIVAS FUTURAS

1. Obter estudos mais aprofundados sobre a resposta inflamatéria gerada

pela imunizagdo com a proteina Pb27r.

2. Determinar o(s) epitopo(s) desta proteina que sao capazes de estimular

resposta imunolégica e modular positivamente a resposta inflamatoria.

3. Verificar a prote¢do desta proteina contra a cepa de P. brasiliensis
PBO1.

4. Comparar a resposta inflamatoria gerada por esta proteina contra a
Cepa virulenta PB18 com a resposta inflamatéria gerada por esta

proteina contra PBO1.
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