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RESUMO

MAGALHAES, A. Imunoprotecdo induzida por células dendriticas pulsadas com
peptideo P10 derivado da gp43 de Paracoccidioides brasiliensis. 2010. 95 f. Dissertacao
(Mestrado em Microbiologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo Paulo,
Séao Paulo, 2010.

Paracoccidioidomicose (PCM), micose sistémica prevalente na América Latina, € uma doenca
granulomatosa causada pelo fungo termodimorfico Paracoccidioides brasiliensis. No Brasil,
a PCM é considerada a décima causa de morte dentre as doengas infecciosas e parasitarias.
Células dendriticas sdo as células apresentadoras de antigenos mais eficientes, e quando
utilizadas como adjuvante elas sdo de 100 a 1000 vezes mais eficientes na apresentacdo de um
peptideo que um adjuvante ndo especifico. O peptideo P10 é um trecho especifico de 15
aminoacidos derivado da gp43 excretada pelo fungo, que é reconhecido pelos linfocitos T
induzindo uma resposta preferencialmente do tipo Thl e conferindo protecdo no modelo
experimental. Nesse sentido, o presente trabalho teve como objetivo analisar a eficiéncia das
células dendriticas pulsadas com o P10 em ativar uma resposta protetora em camundongos
infectados com P. brasiliensis. Para linfoproliferacdo, esplenécitos de camundongos
imunizados com o P10 foram reestimulados in vitro com o peptideo na presenca ou ndo de
células dendriticas, os resultados indicam que quando o peptideo é apresentado pelas células
dendriticas a proliferacdo dos esplendcitos é significativamente maior do que quando utiliza-
se apenas o peptideo. Para os ensaios in vivo, camundongos BALB/c infectados com o fungo
receberam diferentes tratamentos, tanto profilatico quanto terapéuticos, com as células
dendriticas pulsadas com o P10, os resultados mostram que 0s animais vacinados
apresentaram uma diminuicéo significante da carga fingica nos pulmdes e que a utilizacdo de
diferentes vias (subcutanea e intravenosa) pode influenciar no resultado final dependendo do
protocolo aplicado. A dosagem de citocinas apontou aumento de IFN- vy e IL-12 e diminuicéo
de IL-4 e IL-10 nos camundongos tratados, e nas analises histoldgicas observou-se melhoria
do tecido pulmonar dos animais tratados com a vacina, evidenciando o potencial das células
dendriticas em atuar como adjuvante na formulacdo de uma vacina utilizando o peptideo P10

para o tratamento e cura da PCM.

Palavras-chave: Paracoccidioidomicose. Células dendriticas. Peptideo P10.



ABSTRACT

MAGALHAES, A. Immune protection by dendritic cells pulsed with peptide P10 derived
from the gp43 of Paracoccidioides brasiliensis. 2010. 95 p. Master thesis (Microbiology) —
Instituto de Ciéncias Biomedicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2010.
Paracoccidiodomycosis (PCM), a prevailing systemic mycosis in Latin America, is a
granulomatous disease caused by the thermo-dimorphic fungus Paracoccidioides brasiliensis.
In Brazil, PMC is ranked as the tenth cause of death among the chronic infectious and
parasitic diseases. Dendritic cells are the most efficient antigen presenting cells. When used as
adjuvant these cells are at least 100-1000 times more efficient presenting peptides than a non
specific adjuvant. The P10 peptide is a specific sequence containing 15 amino acids derived
from gp43 secreted by the fungus. It is recognized by T cells and is capable to induce a Thl
response that protects mice in a murine infection model of the disease. In the present work we
used dendritic cells pulsed with P10 to elicit a protective response in mice infected with P.
brasiliensis. In the cell proliferation assay, splenocytes from mice immunized with P10 were
restimulated in vitro with peptide alone or together with the dendritic cells, and the results
showed that dendritic cells together with peptide were capable to stimulate a stronger
proliferation of the splenocytes when compared with peptide alone. For the in vivo assays,
BALB/c mice were infected with P. brasiliensis and were treated with dendritic cells pulsed
with P10 following different protocols; prophylactic and therapeutic. The results showed that
dendritic cells pulsed with P10 were able to reduce significantly the fungi burden present in
the lungs of infected mice in both protocols, and the route of administration (subcutaneous or
intravenous) can affect the final result depending on the protocol administered. Cytokine
analysis showed a clear increase of IFN-y and IL-12 and a decrease of IL-10 and IL-4
cytokines levels on the treated groups, and histopathological analysis showed lung tissues
with less inflamed areas comparing with the control. All that point out the importance of the
adjuvant role of dendritic cells when developing a vaccine using P10 peptide for the treatment
or cure of PCM.

Keywords: Paracoccidioidomycosis. Dendritic cells. P10 peptide.
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animais infectados e ndo tratados; C. animais que receberam apenas células
dendriticas; e animais que receberam células dendriticas pulsadas com o peptideo
por diferentes vias: D. intravenosa e E. subcutanea. As figuras com nimero 1
(A1, B1, C1, D1 e E1) mostram aumento de 100 vezes e as figuras com nimero 2
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(Nikon Eclipse E200). Laminas coradas pelo método de Gomori-Grocott. ......... 73
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INTRODOGAO

1 INTRODUCAO

Paracoccidioidomicose (PCM) é uma doenga granulomatosa sistémica, causada pelo
fungo Paracoccidioides brasiliensis (revisado por LACAZ, 1994). Geograficamente, limita-
se a América Latina com as areas endémicas estendendo desde o Mexico até a Argentina,
sendo uma das micoses profundas que mais predominam na regido, afetando principalmente
trabalhadores rurais (FRANCO, 1987; BRUMMER; CASTANEDA; RESTREPO, 1993,
MCEWEN et al., 1995). O maior nimero de casos tem sido reportados no Brasil, Colémbia e
Venezuela. Ndo se sabe 0 nimero exato de individuos infectados, mas estima-se que nas
regides endémicas aproximadamente 10 milhdes de individuos podem estar infectados, porém
acredita-se que esses dados estejam superestimados. (WANKE e LONDERO, 1994;
RESTREPO; MCEWEN; CASTANEDA, 2001) A PCM ndo é considerada doenca de
notificacdo compulsoria, contudo uma nova lei no estado de S&o Paulo recomenda que novos
casos sejam reportados (N° 230 — DOE de 05/12/08 — p. 30).

Prado et al. (2009), avaliaram a taxa de mortalidade das principais micoses sistémicas
no Brasil no periodo de 1996 a 2006, sendo a PCM, em individuos HIV - negativos, a
responsavel por mais de 50% das mortes entre as micoses sistémicas, ficando a frente de
outras doencas como hanseniase, coqueluche, HIV, tuberculose e doencas causadas por
protozoarios, como malaria e doenca de Chagas.

O primeiro a descrever essa micose foi Adolf Lutz, em 1908, em um trabalho no qual
analisou dois pacientes que apresentavam lesdes na mucosa oral. Narrando aspectos clinicos
da doenca e os achados histopatolégicos das lesdes (LUTZ, 1908).

Em 1912, Splendore designa o fungo como Zymonema brasiliense, mas Floriano de
Almeida, em 1930, em um trabalho onde, comparando principalmente as diferencas nas
caracteristicas morfoldgicas e bioldgicas do fungo da micose sul-americana e do Coccidioides
immitis, propds o nome de Paracoccidioides brasiliensis, assim classificando o novo achado
em um novo género e espécie (SPLENDORE, 1912; ALMEIDA, 1930). A micose
primeiramente descrita como Blastomicose Sul-Americana ou Doenca de Lutz-Splendore e
Almeida foi designada Paracoccidioidomicose em 1971, sendo esse termo aceito e empregado
mundialmente desde entdo (LACAZ, 1982).

O Paracoccidioides brasiliensis ¢ um fungo que apresenta dimorfismo térmico
crescendo na forma de micélio entre 18 °C a 25 °C, que €é possivelmente a forma infectante.
Quando em tecidos, ou cultivado a aproximadamente 37 °C, ele assume a forma de levedura,
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INTRODOGAO

que € essencial para o estabelecimento da infeccdo, a qual corresponde a forma parasitaria no
tecido do hospedeiro (FRANCO, 1987; SAN-BLAS, 1993).

O habitat do P. brasiliensis continua até hoje desconhecido, apesar de grandes
esforcos para desvenda-lo. Diversos isolamentos feitos a partir de amostras de solo de
diferentes locais, como Brasil (SHOME e BATISTA, 1963; MONTENEGRO et al., 1996;
SILVA-VERGARA et al., 1998), Venezuela (ALBORNOZ, 1971) e Argentina (NEGRONI,
1976), sustentam a hipotese do solo ser o habitat natural do fungo. Existem registros de
isolamentos a partir de outros materiais, como racéo para cachorros (FERREIRA et al., 1990),
visceras de morcegos Artibeus lituratu (GROSE e TAMSITT, 1965), fezes de pinguins
(GEZUELE, 1989) e visceras de tatus Dasypus novemcinctus (BAGAGLI et al., 1998;
SILVA-VERGARA et al., 2000). Contudo, a grande dificuldade de reproduzir esses
resultados ainda impossibilita apontar o verdadeiro habitat do P. brasiliensis.

A forma mais aceita de infec¢do por P. brasiliensis é através da via respiratoria pela
inalacdo de propagulos (conideos) que alcancam o parénquima pulmonar e se transformam
em parasitas leveduriformes no tecido do hospedeiro (FRANCO, 1987). Pressupondo que 0
habitat do fungo é o solo e que essa contaminacdo ocorra pela via inalatéria, atividades
ligadas ao solo como, agricultura, jardinagem, corte de arvores e outras, estdo estritamente
relacionadas com casos da doenca e podem ser consideradas como fatores de risco, devido ao
fato de a maioria dos pacientes relatar ter exercido alguma atividade agricola durante certo
periodo da vida (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).

A infeccdo pode resultar tanto em uma condicdo assintomatica quanto evoluir para um
quadro sintomatico da doenca. Tendo em vista que grande parte das pessoas expostas ao
fungo ndo desenvolvem a doenca ou apenas apresentam sintomas leves, é provavel que a
populacdo tenha uma resisténcia natural a infeccdo. Isso fica evidente quando se compara ao
namero de casos da doenca com o nimero de pessoas presentes nas areas endémicas, onde a
maioria jamais ird desenvolver a micose (FRANCO, 1987; BENARD, 2008).

A infeccdo geralmente ocorre nas duas primeiras décadas de vida, mas os sintomas
normalmente s6 aparecem décadas mais tarde, como reativacdo de um foco enddgeno latente
(SHIKANAI-YASUDA et al., 2006). Ocorre marcante discrepancia na razdo do namero de
casos em adultos entre homens e mulheres, variando entre dez a quinze homens para uma
mulher. Esses dados estdo relacionados com a presenca do estrégeno, hormonio feminino, que

afeta a interacdo inicial parasita-hospedeiro suprimindo a converséo para a forma parasitica

24



INTRODOGAO

do fungo (SALAZAR; RESTREPO; STEVENS, 1988). Quando a doenca ocorre em criancas,
essa diferenca entre os dois sexos ndo se repete e a doenca se distribui uniformemente.

Pessoas infectadas pelo fungo podem ser classificadas em quatro diferentes categorias:
aqueles que apenas carreiam o fungo, mas ndo apresentam nenhum sintoma aparente;
pacientes com a forma aguda/subaguda da doenga; pacientes com a forma cronica e aqueles
pacientes tratados que apresentam ou ndo sequelas (BENARD e DUARTE, 2000). Uma vez
estabelecida, a doenca pode desenvolver-se em dois caminhos dependendo da evolucdo e da
idade do paciente: forma aguda ou subaguda (tipo juvenil) ou forma crénica (tipo adulto).

A forma aguda ou subaguda é responsavel por 15 a 20% dos casos da doenca e
predomina em criangas e adolescentes, mas também acomete jovens entre 20 e 30 anos de
idade. A doenca progride em menos de um ano com rapida deterioracdo do estado do
paciente, se dissemina através do sistema linfatico e apresenta significante taxa de
mortalidade. A forma cronica, que corresponde grande maioria dos casos, afeta
principalmente homens adultos entre 30 e 60 anos. Progride lentamente e os sintomas séo
observados muitos anos depois da infeccdo pelo fungo, ocorrendo devido a reativacdo de
focos quiescentes. Os 6rgdos mais envolvidos sdo os pulmdes, mas é comum observar focos
da infecgcdo em outros 6rgaos como linfonodos, pele, glandulas adrenais e membranas. Ocorre
significativa morbidade devido a grave insuficiéncia da funcdo pulmonar, causada pela
fibrose que é observada em 32% dos pacientes com a forma crénica da doenca (FRANCO,
1987; DEL-NEGRO et al., 1994; SHIKANAI-YASUDA et al., 2006; RESTREPO et al.,
2008).

Os sintomas na forma juvenil sdo febre, anemia, linfonodomegalias com supuracéo de
massa ganglionar, hipertrofia dos linfonodos cervicais, mediastinal e intra-abdominal,
manifestacGes abdominais, cutdneas e osteoarticulares, além de hepatoesplenomegalia
(WANKE e AIDE, 2009; RESTREPO et al., 2008).

Na forma cronica, apesar de os pulmdes serem os 6rgdos mais atingidos, € comum
observar focos da infeccdo em diferentes 6rgdos como mucosas, linfonodos, pele, glandulas
adrenais, 0ssos, intestino, figado, bago e em alguns casos envolvimento do sistema nervoso
central (WANKE e AIDE, 2009; RESTREPO et al., 2008). Os sintomas nao sdo especificos,
incluindo tosse, expectoracdo, falta de ar, perda de peso, febre e anorexia (BRUMMER;
CASTANEDA,; RESTREPO, 1993).

A diferenga das formas clinicas da doenca e a ocorréncia da infec¢do assintomatica

estdo associadas com varios fatores como sexo, padrdo genético, idade, situacdo imunologica,
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assim como a quantidade de conidios inalados (FRANCO, 1987). Outro provavel fator de
risco, intimamente relacionado com a doenga, é o tabagismo, existindo alta frequéncia de
fumantes, cerca de 93%, entre os pacientes. O alcoolismo, muito relatado entre os acometidos
pela doenca, atua como co-fator com o tabagismo para o agravamento do quadro geral do
paciente (SANTOS, et al., 2003; RESTREPO et al., 2008).

No Brasil, a PCM néo figura entre as micoses que mais séo reportadas em pacientes
com HIV, ficando atras das classicamente relacionadas com a AIDS como criptococose,
candidiase, histoplasmose e aspergilose. Muitas sdo as razdes para tentar explicar porque,
mesmo em &reas endémicas, 0 numero de pacientes apresentando a associa¢do HIV/PCM é
extremamente baixo. Dentre esses fatores estdo: erros de diagnostico, fatores epidemiol6gicos
(sendo a AIDS uma doenca mais urbana e a PCM mais do meio rural) e a utilizacdo como
profilaxia contra pneumocistose de sulfametoxazol/trimetoprim, droga a qual o P. brasiliensis
também é susceptivel. Apesar de pouco relatada, a possibilidade de pacientes portadores de
HIV apresentarem a paracoccidioidomicose deve ser sempre considerada (GOLDANI e
SUGAR, 1995; RESTREPO et al., 2008; PRADO et al., 2009).

A manifestacdo da doenca em pacientes portadores de HIV provavelmente ocorre
devido a reativagdo de um foco latente devido ao quadro de deficiéncia imunitaria apresentada
por individuos portadores de HIV. Os sintomas apresentados por esse grupo de pacientes séo
muito parecidos com aqueles apresentados por pacientes sofrendo a forma aguda/subaguda da
doenca, como febre prolongada, significante perda de peso, linfadenopatia generalizada,
hepatoesplenomegalia, lesdes de pele e pode ocorrer algum acometimento neuroldgico. A
mortalidade nesse grupo é alta podendo chegar a 30% (MARQUES, 2003; RAMOS-E-
SILVA e SARAIVA, 2008).

A paracoccidioidomicose representa um grande problema de Salde Puablica, pois
possui alto potencial incapacitante e ocorre uma quantidade consideravel de mortes
prematuras. Além disso, atingem individuos na sua fase mais produtiva da vida causando real
impacto social e econdmico (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).

Existem diversas metodologias utilizadas para o diagnostico da PCM, mas o método
considerado padrdo ouro ¢ a identificagdo de elementos fungicos do P. brasiliensis em exame
a fresco de espécimes clinicos, como escarro ou bidpsia de tecido. Testes soroldgicos, como a
imunodifusdo em duplo gel de agar, podem ser utilizados quando n&o se encontra o fungo nos
testes microscopicos. Esse tipo de teste € amplamente utilizado para verificar se a resposta do

paciente, diante do tratamento, é positiva ou se esta ocorrendo recidiva da doenca, sendo a
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sensibilidade e a especificidade desse teste superior a 80% e 90%, respectivamente
(SHIKANAI-YASUDA et al., 2006; WANKE e AIDE, 2009).

O tratamento para PCM é extremamente longo perdurando por anos. Muitos sdo 0s
casos de pacientes que abandonam o tratamento e a doenca retorna de forma muito mais
agressiva e muitas vezes fatal. As alternativas dentre as drogas utilizadas sdo vastas e nédo
existe um consenso sobre a melhor droga a ser utilizada, variando de acordo com a
experiéncia do centro de salde em questdo. Entre as drogas de escolha estdo a classica
combinacdo de sulfametoxazol/trimetoprim, o itraconazol, cetoconazol, fluconazol e a
anfotericina B (MARQUES, 2003; RAMOS-E-SILVA e SARAIVA, 2008; RESTREPO et
al., 2008).

A combinacdo sulfametoxazol/trimetropim atua blogueando a sintese de DNA do
fungo e apresenta resultados satisfatorios, mas necessita longos periodos de tratamento,
normalmente ultrapassando dois anos. E, apesar da vantagem de ser de baixo custo, apresenta
certa toxicidade e pode levar a supressdo da medula 6ssea, com trombocitopenia e leucopenia.
A anfotericina B, que € indicada nos casos mais graves da doenca, apesar de muito efetiva é
muito toxica e pode provocar morte por arritmia cardiaca e faléncia renal, além da
necessidade de terapia complementar com derivados de sulfa para evitar recidivas. O
cetoconazol mostrou resultados positivos, mas com possivel ocorréncia de recidivas, além de
ser hepatotoxico. A droga que tem sido a mais indicada nas formas leves e moderadas da
doenca é o itraconazol, por ser menos toxico, possuir menores taxas de recidivas e por
diminuir o tempo de tratamento, esse consistindo em aproximadamente de seis a doze meses
de terapia com essa droga (TRAVASSOS; TABORDA; COLOMBO, 2008; MENEZES;
SOARES; FONTES, 2009).

Além da utilizacdo dessas drogas, algumas medidas para acelerar a recuperacdo do
paciente devem ser tomadas, como descanso, melhoria da dieta, corre¢cdo de quadros de
anemia e abandono do uso de tabaco e do consumo de &lcool (RESTREPO et al., 2008).

Apesar de essas drogas conseguirem atingir os resultados esperados, na maioria dos
casos, 0s longos periodos de tratamento acabam sendo além de um fardo para o paciente, que
precisa retornar muitas vezes ao posto de atendimento para acompanhamento, dispendioso
para o servigco publico de saude. Outro fator importante € que, apesar da eficacia das drogas
de uso clinico, os casos de recidivas da doenca ainda sdo frequentes. Além disso, muitas
dessas drogas apresentam efeitos colaterais importantes. Por todas essas razdes, 0

desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas para diminuir o tempo de tratamento e
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aumentar as chances de cura, ou mesmo o desenvolvimento de vacinas contra essa infeccédo
fangica sdo de grande importancia e tém sido exaustivamente estudadas.

E evidente que, definir a real necessidade médica de qualquer que seja a vacina é de
extrema importancia. Saber se o custo-beneficio da producdo da vacina € favoravel, e se os
resultados mediante a vacinacdo sdo significativamente de fato melhores do que o0s
tratamentos existentes, seja na prevencgao ou no tratamento, sdo essenciais para 0 sucesso da
vacina. E, além de identificar a populacédo alvo que recebera a vacina, faz-se necessario saber
se 0 sistema publico de saude é capaz de empregar uma efetiva politica de vacinagdo
(CASSONE, 2007).

As vacinas contra infec¢des fungicas ficaram durante muito tempo em segundo plano
devido a incidéncia dessas doencas ser relativamente baixa e estar geralmente ligada a
determinadas areas geograficas. A importancia das infec¢des fungicas aumentou muito devido
ao impacto que essas estdo causando na medicina moderna. Diversas razdes motivaram esse
maior interesse, como o aparecimento da AIDS, maior expectativa de vida da populagéo e o
aumento da administracdo de potentes drogas imunossupressoras utilizadas no combate a
doencas auto-imunes, tumores e para prevenir a rejeicdo de transplantes. Além disso, existe
uma crescente necessidade de investir-se em ferramentas imunoldgicas que possam interagir
ou até mesmo substituir a quimioterapia que é utilizada rotineiramente, o que diminuiria o uso
de antibioticos e consequentemente o surgimento de novas linhagens resistentes. Hoje em dia,
essa busca é possivel gracas a um maior conhecimento sobre a relacdo fungo-hospedeiro que
foi alavancado devido a genémica e protebmica, além da elucidacdo dos mecanismos de
imunidade protetora contra as doencas fungicas (DEEPE, 1997; CUTLER; DEEPE; KLEIN,
2007; CASSONE, 2008).

O desenvolvimento de uma vacina contra fungos encontra diversos obstaculos, como
que substancia utilizar como antigeno, qual adjuvante, custo-beneficio, que tipo de
abordagem, se profilatica ou terapéutica, e principalmente qual a populacdo-alvo que
realmente se beneficiaria com um programa de vacinagédo contra as doengas fangicas.

Apesar de todos esses obstaculos, o interesse em desenvolver uma vacina contra
blastomicose norte-americana, coccidioidomicose e paracoccidioidomicose € crescente,
mesmo que essas doencas sejam limitadas a certas areas geograficas e 0 nimero de casos ser
relativamente baixo. Todo esse interesse é porque ndo se sabe ao certo se 0 numero de doentes

estd aumentando ou diminuindo e, principalmente devido ao fato de ser extremamente dificil
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estabelecer um tratamento eficaz capaz de eliminar os focos latentes que apresentam alto risco
para a salde do paciente durante toda sua vida (CASSONE, 2007; GALGIANI, 2008).

Mesmo com esse interesse crescente, deve ter em mente que a industria de vacinas
necessita de retorno financeiro e esse € o ponto onde as vacinas contra essas infecgdes
fangicas encontram grande obstaculo. Um exemplo € o caso da coccidioidomicose, doenca a
qual as pesquisas para a vacina se arrastam por mais de meio século. Apesar de, nos Estados
Unidos, o nimero de casos que apresentam complicacfes devido a doenca ser similar ao de
casos de paralisia devido a poliomielite, 0 mercado consumidor da vacina contra poliomielite
é mundial, enquanto o da coccidioidomicose seria apenas local, e essa diferenca é enorme
quando se pensa no retorno dos recursos investidos para a fabricacdo de vacinas (CASSONE,
2007; GALGIANI, 2008).

Existe um consenso na literatura de que pacientes com alto risco de contrair infec¢fes
fangicas oportunistas se beneficiariam muito com o desenvolvimento de uma vacina contra
esses patdgenos. Stevens (2004), em um estudo sobre vacinacdo contra aspergilose, listou 0s
grupos que se beneficiariam com uma vacina profilatica para essa infeccdo. Nesta lista
aparecem: pacientes que irdo receber transplante de medula 6ssea, antes e depois da operacao;
pacientes que receberdo transplante de 6rgdos solidos, antes do transplante para montarem
resposta e adquirirem memdria imunoldgica contra o fungo; pacientes com leucemia mieléide
aguda ou com tumores sélidos; pacientes com doencas inflamatorias intestinais, antes do uso
de corticosteroides e de bloqueadores de TNF-a; além daqueles pacientes que sofrerdo
grandes cirurgias, ou que estdo se recuperando dessas, em unidades de tratamento intensivo.

Para comecar a pensar em vacinas contra infeccGes fungicas é preciso identificar
substancias imunogénicas ativas que seriam capazes de promover a total eliminacdo dos
microrganismos latentes, pois como no caso da PCM, esse é o grande desafio ja que muitos
casos da doenca provém da reativacdo de focos latentes da infeccdo. Com isso, uma vacina
capaz nao somente de ativar o sistema imune do hospedeiro, mas de guiar esse para a
completa esterilizagdo dos focos persistentes do fungo, acabaria com o risco de recidivas da
doencga tanto em pacientes imunodeprimidos quanto em pacientes imunocompetentes. Outro
ponto chave é saber qual o tipo de resposta imune que é realmente efetiva para determinada
doenca e que ajudard o paciente a acabar com o0s focos onde estdo 0s patdgenos e,
consequentemente, resistir a infeccdo (DEEPE, 1997; CASSONE, 2008).

Substancias flngicas inertes como carboidratos e proteinas sdo seguras para 0 uso em

formulagcGes de vacinas, pois ndo se tratam de microrganismos replicantes. Mesmo assim
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devem possuir alto grau de pureza para garantir que nenhuma substancia possivelmente toxica
esteja presente. Os carboidratos exibem o problema de serem fracos imundgenos e necessitam
serem acoplados a fortes carreadores, como a toxina tetanica no caso do polissacarideo
glucuronoxilomana de Cryptococcus neoformans, ou como as mananas de Candida albicans,
que tém sido incorporadas em lipossomos para criar uma substancia imunogénica (DEEPE,
1997).

As proteinas purificadas sdo utilizadas em vacinas acelulares, como contra
coqueluche. Com a tecnologia de proteinas recombinantes a possibilidade da utilizacdo dessas
na formulacdo de vacinas aumenta, pois permite a identificacdo de sequéncias especificas de
aminoacidos e dessa forma podem ser eliminadas sequéncias ndo efetivas, ou até mesmo
prejudiciais, e utilizar-se apenas as sequéncias de interesse, melhorando sua acdo como
imundgeno na ativacdo do sistema imune (DEEPE, 1997).

Outro ponto importante € o fato do limitado nimero de adjuvantes licenciados para o
uso em humanos o que dificulta a formulacdo de novas vacinas, pois a maioria dos estudos
experimentais utilizam o adjuvante de Freund, que é extremamente tOXico para 0 UsoO em
humanos e ao mudar o adjuvante para testes em humanos, a vacina pode perder sua
efetividade. Para uso em humanos, o hidroxido de aluminio foi o primeiro adjuvante a ser
licenciado e ainda é o Unico aprovado. Esse vem sendo utilizado por mais de 70 anos e ativa
principalmente resposta Th2 com producdo de anticorpos. No caso de uma vacina contra
infeccdo flngica oportunista, os candidatos a adjuvantes que atuem tanto na resposta inata
guanto na resposta antigeno-especifica serdo os mais efetivos para atingir a protecao (DEEPE,
1997; SEGAL et al., 2006).

A escolha da abordagem também é essencial. Saber se para a doenca em questdo é
melhor uma abordagem profilatica, para prevenir a infeccdo, ou terapéutica, naqueles
pacientes que sofrem da doenca, influenciara na eficiéncia da vacinacdo e no sucesso da
vacina. Levando em consideracdo que a maioria das doencas flngicas acometem
determinados grupos de pacientes e envolvem reativacdo de focos latentes, uma imunizacgéo
terapéutica seria a abordagem mais propicia, ndo somente para eliminar 0s microrganismos
quiescentes como atuando na cura da infeccdo ativa (DEEPE, 1997; CASSONE, 2007,
CASSONE, 2008).

No caso da PCM, dados clinicos e experimentais indicam que a imunidade mediada
por células desempenha papel significativo na defesa do hospedeiro contra a infecgdo por P.

brasiliensis, resultando na formacdo de granulomas bem definidos e que conseguem limitar a
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infeccdo. Nas formas mais severas das manifestacBes clinicas, assim como o aumento da
disseminacdo da doenca, estdo associadas com forte resposta imune humoral, com altos titulos
de anticorpos especificos ndo protetores, e a inibicdo da imunidade celular contra o agente
infeccioso (ARANGO e YARZABAL, 1982; FRANCO, 1987; BRUMMER; CASTANEDA,
RESTREPO, 1993).

Estudos realizados por Calich et al. (1985), mostraram diferentes graus de
susceptibilidade e resisténcia frente a PCM em diferentes linhagens de camundongos, sendo a
linhagem A/SN considerada resistente e a B10.A a mais susceptivel. Camundongos
susceptiveis conseguem montar resposta celular, medida pelo teste de hipersensibilidade do
tipo tardia (HTT), no inicio da infeccdo, mas com a disseminacdo da doenca comportam-se
como anérgicos com resposta imune celular fraca, ineficiente e até mesmo negativa.

Com o aumento da carga fungica nos tecidos, aumenta a quantidade de material
antigénico que serve como estimulo constante para producdo de anticorpos que podem nao
serem protetores. Os animais resistentes séo capazes de desenvolver uma resposta celular
eficiente durante os estagios mais avancados da doenca, com ativacdo principalmente de
fagocitos, e tornam-se capazes de restringir a infec¢do fangica ndo permitindo disseminacéo
para outros locais. Esses resultados experimentais simulam bem o que ocorre na
paracoccidioidomicose humana cronica (CASTANEDA et al.,1988; SINGER-VERMES et
al., 1993; CANO et al., 1995; CALICH; VAZ; BURGER, 1998).

Puccia et al., em 1986, estudaram os componentes extracelulares secretados pelas
leveduras de P. brasiliensis crescidas em meio liquido. Os componentes com reatividade alta
em testes de imunodifusdo foram isolados por colunas de gel-filtracdo, passagem em coluna
de Sepharose e o material eluido foi analisado em SDS-PAGE revelando componentes de
diferentes pesos moleculares. Dentre esses componentes, apenas a glicoproteina de 43 kDa
era imunoprecipitada por 100% dos soros de pacientes infectados em estudos de
imunoprecipitacdo (PUCCIA e TRAVASSOS, 1991).

Além de ser imunodominante para producdo de anticorpos, a gp43 aumenta a adesao
das células fungicas nas células epiteliais dos tecidos infectados, favorecendo a invasdo pelo
fungo por ser um ligante de laminina (VICENTINI et al., 1994). A gp43 tem sido muito
utilizada no diagnostico da PCM, sendo considerada como principal componente antigénico
do fungo e aumentando a especificidade e sensibilidade dos testes sorologicos (CAMARGO
etal., 1994; TABORDA e CAMARGO, 1994).
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Taborda et al., selecionaram diferentes sequéncias de aminoécidos a partir da gp43 e
utilizaram esses em ensaios de linfoproliferacdo. Uma sequéncia constituida por 15
aminoacidos, denominada P10 (QTLIAIHTLAIRYAN), foi Unico peptideo capaz de induzir
proliferacdo de linfécitos T previamente estimulados tanto com a gp43 quando com o P10 em
conjunto com adjuvante completo de Freund (CFA). Observaram que a imunizagdo de
camundongos com o peptideo resulta em uma protecao vigorosa contra desafio com o isolado
virulento de P. brasiliensis, levando ao desenvolvimento de uma infeccdo pulmonar 200
vezes menos intensa que nos animais ndo imunizados e evitando disseminacdo para baco e
figado. O efeito protetor do P10 é atribuido a forte resposta imune celular mediada pela
secrecdo de IFN-y e IL-2 por linfécitos T, tendo a vantagem de ndo induzir resposta humoral
protetora (TABORDA et al., 1998).

Em um outro estudo, os autores investigaram a combinacdo do P10 com as drogas de
uso comum no tratamento da PCM, como o itraconazol e a combinagdo
sulfametoxazol/trimetoprim, em camundongos anérgicos. Observaram que os camundongos
que recebiam a droga e o peptideo P10 apresentavam resposta Thl protetora com niveis
elevados de IFN-y ¢ IL-12, além de redugdo no nimero de granulomas (MARQUES et al.,
2008).

O P10 também foi utilizado em formulagGes de uma vacina intranasal utilizando como
adjuvante a flagelina FIiC de Salmonella enterica. Nesse trabalho observou-se que a
administracdo do peptideo sintético fusionado geneticamente com a flagelina conseguiu
proteger os camundongos do desafio com o P. brasiliensis, protegendo os animais de uma
proliferacdo exacerbada do fungo e apresentando tecido pulmonar muito mais preservado do
que os observados em animais somente infectados (BRAGA et al., 2009).

Foi demonstrado que o P10 se trata de um peptideo promiscuo, capaz de se ligar em
diferentes moléculas de HLA-DR, sendo um importante candidato vacinal para ser utilizado
em humanos (IWAI et al., 2003).

O papel dos anticorpos em infec¢des fungicas ainda nao esta bem definido e torna-se
dificil a correlagdo, pois se existe algum defeito ou falha na imunidade mediada por
anticorpos essa normalmente é acompanhada por falhas na imunidade celular. Estudos in vitro
demonstram que a imunidade humoral ajuda ndo somente eliminar o patégeno, como também
resulta em melhora da resposta celular (CASADEVALL, 1995).

Resposta imune mediada por anticorpos contra fungos, principalmente contra Candida

albicans e Cryptococcus neoformans, tém sido alvo de diversos estudos em modelos
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experimentais. Os resultados encontrados nesses estudos mostram que alguns anticorpos,
chamados de anticorpos protetores, podem mudar o curso da infeccdo de modo positivo e
beneficiar o hospedeiro. Pesquisadores observaram que a imunidade humoral contribui com a
defesa do hospedeiro por diversos mecanismos, COmo 0Opsonizagdo e consequentemente
aumento da fagocitose, neutralizacdo de proteases extracelulares, aumento da apresentacao de
antigenos e elevacdo nos niveis de Oxido nitrico produzidos por macréfagos
(CASADEVALL, 1995).

No caso da PCM humana, altos titulos de anticorpos refletem a extensdo da
disseminacdo da infecgéo, sendo esses mais elevados na forma aguda/subaguda da doenca,
tendo valor para prognostico (CASTANEDA et al., 1993; SHIKANAI-YASUDA et al.,
2006). Um estudo analisando anticorpos monoclonais contra gp70 do P. brasiliensis mostrou
gue camundongos infectados e imunizados com esses anticorpos durante o periodo de
infeccdo (45 dias), evitavam a estabilizacdo e o desenvolvimento da doenga e apresentaram
diminuicdo da carga fungica nos pulmdes (MATO GROSSO et al., 2003).

Buissa-Filho et al. (2008) mostraram, em um ensaio experimental utilizando
camundongos BALB/c infectados com o P. brasiliensis, que a administracdo de certos
anticorpos monoclonais, em especial o MAB 3E, foi capaz de reduzir a carga flngica nos
pulmd@es desses animais. Além disso, in vitro, esses anticorpos protetores foram capazes de
aumentar a opsonizagdo das leveduras, em pelo menos duas vezes quando comparado com
anticorpos nao protetores, elevando a atividade fagocitica dos macréfagos bem como
induzindo aumento nos niveis de 6xido nitrico produzido por esses. Provavelmente, o que
ocorre na PCM é que existe baixa concentracdo de anticorpos protetores presentes no soro dos
pacientes que apresentam a infeccdo exacerbada, o que é insuficiente para gerar protecao e
controlar a doenca.

A resposta imune inata, como a primeira linha de defesa do organismo, possui
diversos elementos que agem controlando o crescimento inicial dos patdgenos e possuem
efeitos importantes na subsequente resposta adaptativa. Esse tipo de reposta contra fungos
possui dois grandes propdsitos: (1) efeito antifingico direto com a destrui¢cdo do patégeno,
tanto pelo processo de fagocitose quanto pela secrecdo de compostos microbicidas; (2) e
atuando como instrutora para as celulas do sistema imune adaptativo atraves da producéo de
mediadores pro-inflamatdrios, atividade coestimulatéria para as celulas fagociticas e na
captura e apresentacdo de antigenos (ROMANI, 2004; CALICH et al., 2008).
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Na PCM essa primeira resposta acontece nos pulmdes, onde ocorre secrecdo de
diversas proteinas antimicrobianas e a ativacdo da fagocitose pelos macrofagos alveolares
residentes. Como a PCM € uma doenca que nédo é diagnosticada logo apos a infeccdo inicial,
0s estudos se concentram em respostas tardias, como respostas humoral e celular (CALICH et
al., 2008).

A resposta Thl, mediada pelas citocinas IL-12 e IFN-y, € considerada como a
principal na protecdo contra infeccdes flngicas, mas outras citocinas e vias dependentes de
células T aparentam serem importantes e estdo atraindo muitos estudos, como é o caso das
células T reguladoras e da resposta Th17 (ROMANI, 2008).

As células Th naive, apds ativacdo podem diferenciar-se em células Thl e Th2.
Células Thl produzem citocinas pro-inflamatdrias, como IFN-y e TNF-, que estimulam tanto
a resposta imune inata quanto a resposta adaptativa mediada por células, essa segunda
caracterizada pela atividade citolitica, portanto essencial para protecdo contra patdgenos
intracelulares. As células Th2 produzem citocinas como IL-4, IL-5, IL-10 que regulam
proliferacdo de células B e o switch de classe dos anticorpos, agindo como instrutoras da
resposta imune humoral (DONG e FLAVELL, 2001; WAN e FLAVELL, 2009).

A geragdo de resposta Thl dominante, mediada por IL-12, é muito importante na
protecdo contra infecgdes fungicas. Para muitos patdgenos flngicos a resposta tecidual efetiva
contra a invasao € a inflamacdo granulomatosa, que é caracteristica da resposta imune celular.
As células Th1l produzem citocinas importantes que ativam acao citotdxica, possuem funcdes
inflamatdrias e os clones dessas células induzem as reacbes de HTT. Isso faz com que essas
células sejam consideradas importantes instrumentos para uma ativacdo 6tima de fagocitos
nos sitios de infeccdo, aumentando as chances no controle de certas doengas (MOSMANN e
SAD, 1996; ROMANI, 2004).

As células dendriticas possuem papel central na ativacdo de células T e na inducdo da
resposta Thl ou Th2, sendo a producgédo de IL-12 um fator chave para essa indugdo. Elas
regulam ao balango entre a producédo de anticorpos da resposta Thl (ex. IgG2) e a inducédo da
resposta imune celular. A funcdo central das células dendriticas € induzir a proliferacdo das
células T. Séo capazes de influenciar no desenvolvimento subsequente das células T, gerando
ou ativando células T reguladoras ou T efetoras que ira resultar em tolerancia ou imunidade
respectivamente. Também direcionam a producdo de citocinas pelas células T helper
induzindo diferentes padrdes, como Thl e Th2 (SHORTMAN e LIU, 2002; DECKER et al.,
2009).
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A polarizacdo para resposta Thl, pelas celulas dendriticas, é regida por uma série de
fatores que incluem o microambiente, o tipo de estimulo para maturacdo e a cinética da
maturacdo. As células dendriticas carreando determinantes antigénicos que se ligam a MHC
de classe | e Il dao suporte para forte resposta imune celular Thl, regulando positivamente 0s
genes promotores de Thl e regulando negativamente os genes envolvidos na resposta Th2 e
na resposta humoral (LANZAVECCHIA e SALLUSTO, 2001; DECKER et al., 2009).

A migracdo das células dendriticas para os linfonodos drenantes resulta em rapidas
mudancas tanto nas préprias células dendriticas quanto no padrdo de citocinas nas areas de
células T, levando a inducdo preferencial de células Thl durante as fases iniciais da resposta
imune, momento no qual as células dendriticas recém estimuladas entram nas areas de células
T em grande quantidade. Mais tardiamente, ocorre a inducdo de células Th2 ou células T nédo
polarizadas, quando o influxo de células dendriticas cessa e aquelas que ainda estdo presentes
ndo produzem mais IL-12 (LANZAVECCHIA e SALLUSTO, 2000).

As células dendriticas foram descritas pela primeira vez por Steinman e Cohn, em
1973, quando observavam uma diferente populacéo celular em baco de camundongos. Nesse
primeiro de quatro trabalhos, ele relata a diferenca na morfologia dessas células que
apresentam forma estrelar com formacdo de pseudopodos, chamados de dendritos, e por essa
razdo deu o nome de células dendriticas para essa populacdo celular. A partir desse relato,
essas células foram extensivamente pesquisadas e se tornaram alvos para diversas pesquisas.
Toda essa atencdo que as células dendriticas despertaram deve-se principalmente a alta
capacidade de essas células apresentarem antigenos para as células T.

As células apresentadoras de antigenos (APCs) podem ser consideradas como
qualquer célula que expressa MHC ou outras moléculas relacionadas, como CD1, que se
ligam a componentes antigénicos e que sao capazes de serem reconhecidas por células T. A
maioria, sendo todas, as células de mamiferos podem funcionar como APC, dentre essas
celulas destacam-se os linfécitos B, macrofagos, mondcitos e células dendriticas (AUSTYN,
2000).

As células dendriticas sdo as mais eficazes para iniciar resposta dos linfocitos T, ndo
somente por apresentarem moléculas ligadas ao MHC, como pela capacidade de propiciar
para as células T naive sinais coestimulatorios responsaveis pela ativacdo dessas celulas
dando inicio a resposta imune adaptativa. Sdo as unicas capazes de induzir resposta imune
priméria, que permite o estabelecimento da memaria imunoldgica. Essa eficacia deve-se ao

fato de se localizarem estrategicamente nos pontos comuns de entrada de antigenos,
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expressarem receptores com afinidade para estes, e migrarem preferencialmente para os
linfonodos. Além disso, durante a matura¢do ocorre um aumento na expressao de moléculas
coestimulatorias, essenciais para efetiva ativacdo dos linfocitos T (BANCHEREAU e
STEINMAN, 1998; BANCHEREAU et al., 2000; ITANO e JENKINS, 2003).

Diversos trabalhos mostram a diversidade de subtipos de células dendriticas,
baseando-se nas diferentes vias de desenvolvimento e na expressdo de marcadores de
superficie.

Assim como todos os outros leucocitos, as células dendriticas sdo derivadas das
células-tronco hematopoiéticas provenientes da medula 6ssea. Foram identificadas ao menos
duas vias distintas de desenvolvimento de células dendriticas em camundongos, as vias
mieldide e linfoide, sendo essa divergéncia em linhagens linféide e mieldide um evento
precoce na hematopoiese (LIU e NUSSENZWEIG, 2010). A identificacdo dessas vias tornou-
se possivel quando tanto precursores restritos mieldides quanto linfoides foram isolados de
medula dssea e foram capazes de produzir células dendriticas in vitro (SHORTMAN e LIU,
2002).

Essas vias, linfoide e mieldide, foram evidenciadas através de estudos in vitro
utilizando precursores mieldides em cultivo suplementado com GM-CSF (INABA et al.,
1992), e precursores linfoides cultivados com uma combinagdo de citocinas que induz
proliferacdo e diferenciacdo em células dendriticas (SAUNDERS et al., 1996). Esses dois
subtipos diferem em fenotipo, localizacdo, funcéo, e expressam altos niveis de CD11c, MHC-
Il e as moléculas coestimulatorias CD86 e CD40. As células dendriticas linféides, em
camundongos, localizam-se nas &reas ricas em células T no bago e nos linfonodos. Contrério a
isso, as células dendriticas mieldides encontram-se na zona marginal no baco, mas pela
influéncia de sinais pro-inflamatérios, migram para as areas ricas em células T
(BANCHEREAU et al., 2000).

Diferente de células B ou T que podem ser facilmente identificadas pela expressao de
uma imunoglobulina de superficie ou por um receptor de célula T, ndo existe um unico
antigeno de superficie que identifique todas as células dendriticas (LIU e NUSSENZWEIG,
2010), mas diferentes combinacBes de moléculas expressas na superficie das células
dendriticas sdo muito utilizadas para segregacao de subtipos. As moléculas de superficie de
células T CD4 e CD8 sdao bons exemplos de marcadores para células dendriticas de
camundongos, como CD11b e CD205, sendo esse Gltimo um marcador de células dendriticas
interdigitantes (SHORTMAN e LIU, 2002). Apesar de ser um método muito utilizado para
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caracterizacdo dos diferentes subtipos de células dendriticas, a quantidade de moléculas de
superficie expressa, ou mesmo a presenca ou auséncia dessas, pode indicar muito mais
diferentes graus de maturacdo do que propriamente diferentes subtipos.

Acreditava-se que a expressdo do marcador de superficiec CD8a era apenas detectada
em células dendriticas de origem linféide, mas através de diversos estudos observaram que a
molécula CD8a ndo ¢ um marcador exclusivo para células dendriticas derivadas de
precursores linfoides. Os resultados mostraram que tanto precursores linfoides quanto
mieldides podem dar origem a tanto CD8a’ quanto CDSa’, e que a utilizagio de diferentes
combinacgdes de citocinas pode permitir o desenvolvimento de diversos tipos de células
dendriticas, originadas por diferentes precursores celulares (SAUNDERS et al., 1996; MANZ
etal., 2001; ARDAVIN, 2003).

Em humanos, o sangue € a Unica fonte prontamente disponivel de células dendriticas,
e apesar das células dendriticas de sangue humano estarem suficientemente maduras para
gerarem resposta proliferativa em cultura mista de leucécitos, o sangue contém maior nimero
de células dendriticas imaturas e plasmocitoides (SHORTMAN e LIU, 2002). No sangue, as
células dendriticas e seus precursores geralmente sdo divididas em duas populacdes
utilizando-se anticorpos para CD1lc e CD123. As células CD1lc™ CD123"" possuem
aparéncia de mondcitos e sdo chamadas de células dendriticas mieldides, enquanto que as
células dendriticas CD11c” CD123"9" possuem aspectos morfolégicos similares as células
plasmaticas, sendo por isso chamadas de células dendriticas plasmocitoides (ADAMS;
O’NEILL; BHARDWALJ, 2005).

Outros autores subdividem as células dendriticas, provenientes de sangue humano,
utilizando diferentes métodos. MacDonald et al. (2002), fizeram preparacdes de células
mononucleares de sangue periférico Lin" e HLA" e analisaram os marcadores de superficie
expressos por elas. Como resultado obtiveram cinco distintos subtipos que foram
identificados como CD123"%" CD1b/c*, CD16", BDCA-3" e CD34". Todos esses subtipos
apresentam um plantel similar de moléculas de superficie, mas diferem entre si pela
guantidade desses marcadores expressos.

Células dendriticas humanas podem ser obtidas pela cultura de precursores que
expressam a molécula CD34, obtidas tanto de medula 6ssea quanto de corddo umbilical. Essas
células sdo obtidas através da cultura in vitro de seus progenitores em meio suplementado
com citocinas como GM-CSF e TNF-a por doze a quatorze dias dando origem a diferentes

subtipos de células com morfologia e fenétipo tipicos de células dendriticas (REID et al.,
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1992; CAUX et al., 1996). Essas células podem se desenvolver a partir de mondcitos CD14"
de sangue periférico cultivados em culturas suplementadas com GM-CSF e IL-4
(SALLUSTO e LANZAVECCHI, 1994).

As células dendriticas classificadas como maduras expressam CD11c e moléculas
coestimulatérias como CD80, CD86 e CD40. Além disso, ainda apresentam niveis moderados
de MHC-II que podem apresentar-se elevados apds essas células serem ativadas
(SHORTMAN e LIU, 2002). Apesar dos diferentes subtipos de células dendriticas
partilharem de uma capacidade em comum, que é de apresentar antigenos para células T e
promover a progressdo do ciclo celular, elas diferem em outros aspectos na sinaliza¢éo célula
dendritica-célula T que ird determinar o destino subsequente das células T ativadas
(PULENDRAN et al., 1999).

Outro fator que pode ser influenciado pelos diferentes subtipos de células dendriticas é
a quantidade e o tipo de citocinas secretadas pelas células T. Células dendriticas esplénicas
fenotipadas como CD4” CD8 induzem as células T CD4" e T CD8" a secretarem niveis mais
elevados de IL-2, IFN-y, GM-CSF e IL-3 do que quando essas sdo ativadas por células
dendriticas esplénicas CD4 CD8". Apesar da diferenca na secre¢do de citocinas por esses
subtipos, a proliferacdo das células T ndo € afetada, o que leva a crer que diferentes sinais
governam a proliferacdo e a producdo de citocina pelas células T (KRONIN et al., 2000).

As células dendriticas recém geradas migram da medula 6ssea, através da corrente
sanguinea, para os tecidos ndo linféides onde eventualmente se tornam células residentes, mas
uma acumulacdo elevada de células dendriticas representa um recrutamento de seus
precursores como resposta a producdo local de quimiocinas devido uma inflamacéo local
(BANCHEREAU et al., 2000). Nos linfonodos, essas células podem alcancar o érgdo tanto
utilizando via hematogénica, através das vénulas endoteliais altas, quanto utilizando vasos
linfaticos aferentes. A vantagem na migracdo através de vasos linfaticos aferentes é que
permite que as células dendriticas adquiram e processem antigenos nos 6rgdo periféricos,
permitindo que sejam apresentados para as células T (RANDOLPH; OCHANDO; PARTIDA-
SANCHEZ, 2008).

Existem trabalhos que mostram que a principal via de migragdo de dendriticas para o
baco é através da corrente sanguinea. Kupiec-Weglinki et al. (1988), mostraram que essa
migracdo é dependente das células T, uma vez que quando as células dendriticas esplénicas

eram injetadas em camundongos nude, elas ndo migravam para o bago. Quando esses animais
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eram reconstituidos de células T, o nivel de células dendriticas no bago se equiparava com 0s
niveis apresentados por camundongos normais que receberam as células dendriticas.

Sabe-se que células dendriticas esplénicas ndo sdo geradas a partir de mondcitos
presentes em baco em repouso, mas sdo derivadas de outros precursores que, por estarem
presentes em baixas concentragdes, sdo dificeis de serem detectados. Existem evidéncias de
que as células dendriticas residam no baco como células imaturas na zona marginal e que,
durante a maturacdo ou ativacdo final dessas celulas, elas se mobilizam para as zonas de
células T na polpa branca do baco (RANDOLPH; OCHANDO; PARTIDA-SANCHEZ,
2008).

Na auséncia de sinais de inflamacdo ou de resposta imune, as células dendriticas
circulam continuamente pela corrente sanguinea patrulhando os érgdos periféricos, linfa e
orgdos linfoides secundarios (GUERMONPREZ et al., 2002). As células dendriticas imaturas,
in vitro, respondem a uma gama de quimiocinas através de receptores especificos e diferentes
subtipos apresentam diferentes graus de sensibilidade a certas quimiocinas (BANCHEREAU
et al., 2000). Células dendriticas geradas in vitro a partir de mondcitos humanos exibem
potente quimiotaxia e migracdo transendotelial em resposta a quimiocinas como MIP-1a,
MIP-1B, RANTES e MCP-3 (LIN et al., 1998).

A migracdo das células dendriticas envolve diversos eventos de adesdo. As células de
Langerhans, por exemplo, expressam E-caderina em suas superficies, sendo essa uma
molécula de adesdo dependente de célcio. A presenca dessa molécula permite que essas
células figuem aderidas a queratindcitos na epiderme (BANCHEREAU et al., 2000). Mas,
ap6s 0 encontro com antigenos, ocorre regulacdo negativa da E-caderina que permite a
migracdo das células de Langerhans para outros locais. Citocinas como IL-1 e TNF-qa, ¢ a
endotoxina LPS além de elevarem os niveis da expressao de moléculas como MHC-II, CD40
e CD86, reduzem o nivel de RNA mensageiro de E-caderina diminuindo a expressdo dessa
molécula na superficie das células de Langerhans o que acarreta em perda do poder de adesdo
dessas celulas (JAKOB e UDEY, 1998).

A tarefa de apresentar antigenos é bem complexa. O processamento e apresentacao de
antigenos podem ser afetados por diversos fatores, como a via de imunizacdo utilizada e o
periodo no qual o antigeno € introduzido no organismo, o local e a natureza tanto do proprio
antigeno quanto da célula apresentadora que primeiro encontra esse, além do ambiente
inflamatdrio e do adjuvante utilizado. A variedade de antigenos é imensa, e 0 sistema imune

pode utilizar diferentes abordagens para lidar com esses, e assim a resposta a um determinado
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antigeno pode ser totalmente diferente da resposta para outro (ITANO e JENKINS, 2003;
TROMBETTA e MELLMAN, 2005).

Através de experimentos in vitro observou-se que outras células que expressam MHC-
Il, como macrofagos e células B, sdo capazes de apresentar peptideos ligados a essas
moléculas e estimular células T, mas de maneira menos eficiente que as células dendriticas
(ITANO e JENKINS, 2003). Tanto macrofagos quanto células dendriticas sdo derivadas de
precursores circulantes provenientes da medula 6ssea e completam a diferenciacdo deixando a
corrente sanguinea e montando residéncia em tecidos periféricos. A grande vantagem das
células dendriticas, em relagdo a essas outras células apresentadoras, é a sua capacidade de
alcancar e se acumular em regides de érgdos linféides onde essas outras células ndo tem
acesso (TROMBETTA e MELLMAN, 2005).

E improvavel que os macrofagos, apesar de capazes, ajam como iniciadoras de
resposta de células T, pois se localizam principalmente em tecidos ndo linfoides e em zonas
nas quais as células T CD4 ndo estdo presentes, tanto no bag¢o quanto nos linfonodos. Do
mesmo modo as células B provavelmente ndo estdo envolvidas nessa resposta inicial por ndo
serem encontradas em grande namero nas areas de células T. Como as células T CD4 naive
tém pouco, ou mesmo nenhum, acesso a outras partes do corpo que ndo a corrente sanguinea e
orgdos linféides secundarios, essa limitacdo indica que grande parte da ativacdo inicial de
células T CD4 naive deve ocorrer em Orgdos linféides secundarios, como resultado do
transporte dos antigenos de tecidos ndo linfoides, levando a crer que as células dendriticas séo
as principais na iniciacdo de respostas de células T (ITANO e JENKINS, 2003).

Quando as células dendriticas presentes em tecidos periféricos capturam antigenos
préprios ou estranhos, elas internalizam esses antigenos e 0s processa em peptideos que sdo
acoplados a moléculas de MHC de classes | e Il. Quando sdo induzidas por sinais
provenientes de patdgenos, as células dendriticas entram em uma fase chamada maturacao
que transforma células, até entdo ineficientes em apresentar antigenos, em células
apresentadoras profissionais extremamente eficientes em ativar células T (GUERMONPREZ
etal., 2002).

Relativamente poucas células dendriticas e baixas doses de antigenos sdo requeridas
para gerar altos niveis de proliferacdo e diferenciagdo de linfécitos. Essas celulas ainda
controlam a magnitude, qualidade, e a memaria que resulta da resposta imune (STEINMAN e
POPE, 2002).
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As células dendriticas encontradas nos tecidos periféricos e na corrente sanguinea sao
extremamente eficientes na captura de antigenos, podendo internalizar patdgenos, células
infectadas ou mortas, ou produtos derivados dessas para utilizar na apresentacéo para células
T. Apesar da internalizacdo ser essencial e normalmente acompanhada de mudancgas nas
células dendriticas, que as tornam mais eficientes para montar uma resposta imune, existem
muitos patdgenos que se utilizam dessas células como rota de infeccdo (BANCHEREAU et
al., 2000; GUERMONPREZ et al., 2002).

Células dendriticas utilizam-se diferentes meios para internalizar antigenos, como
macropinocitose, receptor de manose e fagocitose (BANCHEREAU et al., 2000). Enquanto a
macropinocitose permite que as células dendriticas engolfem rapidamente, e de maneira ndo
especifica, grandes quantidades de meio fluido, os receptores de manose aumentam a
capacidade de captura de antigenos com certo grau de selecdo para moléculas estranhas ao
organismo. A fagocitose ocorre de maneira mais especifica através de certos receptores
(SALLUSTO, et al., 1995; GUERMONPREZ et al., 2002).

Apesar de células dendriticas imaturas serem eficientes na endocitose de antigenos e
patogenos, elas sdo incapazes de gerar complexos peptideos-MHC-II dentro da célula. A
exposicao dessas células a sinais de maturagdo, como LPS, induz a ligacdo de peptideos com
as moléculas de MHC-I1I e a expressdo desses complexos em suas superficies (BRYANT e
PLOEGH, 2004).

O fenbmeno da maturacdo foi primeiramente observado por Schuler e Steinman, em
1985, quando em um experimento utilizando células de Langerhans recém retiradas da orelha
de camundongos, observaram que essas eram fracas estimuladoras da proliferacdo de células
T, mas que sofriam um aumento progressivo na capacidade de estimulacédo durante cultivo in
vitro. Antigenos e patdgenos induzem as células dendriticas imaturas a sofrerem mudancas
fenotipicas e funcionais. Essas mudancas culminam em completa transformacéo das células
que, ao invés de apenas capturar antigenos, transformam-se em células extremamente
eficientes em apresenta-los. A maturacdo esta intimamente ligada a migragdo das células
dendriticas a partir de tecidos periféricos até os 6rgdos linfoides drenantes (BANCHEREAU
et al., 2000).

A maturacdo envolve uma dramaética reorganizacgéo estrutural o que leva ao chamado
“fenodtipo de maturacao”. Essa maturagdo reflete uma ordem de eventos dependentes de certos
sinais que resultam em alteragcdes especificas na expressdo de certos genes e biogénese de

organelas, levando a uma potente funcdo imunomodulatoria. As células imaturas funcionais
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possuem, em seus compartimentos lisossomais, grandes quantidades de MHC-II juntamente
com antigenos internalizados, resultado da intensa atividade endocitica que essas células
apresentam, e por isso expressam baixos niveis de MHC-II e moléculas coestimulatorias em
suas superficies (GATTI e PIERRE, 2003; TROMBETTA e MELLMAN, 2005).

As células dendriticas comecam maturar imediatamente apds receberem um estimulo
adequado. Esse estimulo pode ser de natureza mecénica (ex. queimaduras), quimica (ex.
toxinas) ou por material derivado de patdgenos (ex. LPS). Esses estimulos podem induzir
rapida ativacao do fator de transcricdo NF-xB e regular positivamente a expressdo do receptor
de quimiocinas para auxiliar na migragédo para os tecidos linféides (SILLE; VISSER; BOES,
2005).

Apds o estimulo, ocorre um aumento transitério na macropinocitose, possibilitando as
células a acumularem antigenos e moléculas de MHC-I1 recém-sintetizadas em lisossomos ou
complexos ricos em MHC-II, seguida de rapida e completa regulacdo negativa da
macropinocitose (PIERRE et al., 1997; TROMBETTA e MELLMAN, 2005). Ocorre
redistribuicdo das moléculas MHC-I1 e de catepsinas para os compartimentos onde ocorrem o
processamento e o acoplamento dos peptideos, induzindo alteragdes na arquitetura desses
compartimentos para favorecer a deposi¢do do peptideo ligado a MHC-II na superficie das
celulas dendriticas (PIERRE et al., 1997; BRYANT e PLOEGH, 2004).

Além das moléculas de MHC-II, os compartimentos ricos em MHC-II acumulam
outros componentes necessarios para 0 processamento dos antigenos, incluindo a cadeia
invariante, que permite que as moléculas de MHC-II sejam direcionadas do complexo de
Golgi até as organelas endociticas, e proteases como a catepsina S (TURLEY et al., 2000). As
moléculas de MHC-11 escapam dos compartimentos lisossémicos e sdo transportadas para a
membrana plasmatica. Finalmente, os niveis tanto de moléculas MHC-I e MHC-II, assim
como de moléculas coestimulatorias, aumentam na superficie das células. As células
dendriticas comecam a apresentar sua morfologia caracteristica, representada pelos dendritos
e dobramentos da membrana externa. Da mesma forma aumentam a capacidade de formar e
acumular o complexo peptideo-MHC-I1 em suas superficies, utilizando para isso antigenos
internalizados antes do estimulo de maturagdo (TROMBETTA e MELLMAN, 2005).

Apbs as células dendriticas internalizarem o0s antigenos e migrarem para 0S
linfonodos, os antigenos precisam ser apresentados como complexos peptideos-MHC-II ou
lipideos-CD1 para os linfocitos T restritos. Essas células traduzem a informacdo derivada do

tecido e fornecem sinais para as células T: um primeiro sinal antigeno-especifico; um segundo
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sinal coestimulatério e um terceiro sinal que determina a polarizacdo de células T inativas
para células Thl e Th2 (LANZAVECCHIA e SALLUSTO, 2001; BOZZA et al., 2004). Os
linfocitos T aparentam ser primados nos linfonodos dentro das primeiras 24 horas apos
imunizacdo com antigenos intradérmicos ou subcutaneos (SILLE; VISSER; BOES, 2005). As
moléculas CD1 podem apresentar tanto lipideos endégenos quanto exdgenos, e essa via pode
contribuir ndo somente com a imunidade contra microorganismos, como também na
autoimunidade e repostas antitumorais (BANCHEREAU et al., 2000).

A maneira mais simples de carregar moléculas de MHC de classes I e 1l € pela ligacéo
direta de peptideos livres com moléculas de MHC que estdo expressas na superficie das
células dendriticas, mas que ndo estdo carregadas com nenhum peptideo. Experimentalmente,
essa ligacdo de moléculas de MHC extracelulares com peptideos definidos € amplamente
empregada em estudos de mapeamento de epitopos e em ensaios clinicos que utilizam células
dendriticas pulsadas (SANTAMBROGIO et al., 1999; TROMBETTA e MELLMAN, 2005).

Além de todas essas caracteristicas de processamento de antigenos e migracdo, as
células dendriticas apresentam diversas qualidades que aumentam sua eficacia como células
apresentadoras de antigenos. Dentre essas propriedades, podemos citar os altos niveis de
MHC-II e moléculas coestimulatérias, sendo a expressdo de CD86 pelo menos cinco vezes
maior do que a expressa por células B. As células dendriticas podem desenvolver algumas
funcbes da imunidade inata, como secretar IL-12 e IFN-a ¢ mobilizar células NK ¢ NKT
(BANCHEREAU e STEINMAN, 1998; TROMBETTA e MELLMAN, 2005).

As células dendriticas tém sido utilizadas em protocolos vacinais contra doencas
infecciosas como a AIDS e HPV e principalmente no tratamento de diversos tipos de tumores
(CELLUZZI et al., 1996; SANTIN et al. 1996; BANCHEREAU et al., 2001; FARKAS et al.
2006; CONNOLLY et al., 2008).

Em um estudo com onze pacientes que apresentavam melanoma avancado progressivo
(estagio 1V), os pacientes receberam certas doses de células dendriticas maduras derivadas de
monocitos e pulsadas com um peptideo tumoral denominado Mage-3A1. Apds esse ensaio
clinico, observaram temporaria interrupgdo no crescimento dos tumores, e em seis dos onze
pacientes houve total regressdo de metastases na epiderme, linfonodos, pulmdes e figado. Nao
observaram graus de toxicidade significativos, bem como efeitos colaterais graves, apenas
algumas reagdes nos locais de inoculagdo como eritema, prurido e induragcdo. Reportaram

elevacdo na temperatura corpOrea. Esse ensaio mostrou que a vacina contendo células
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dendriticas eleva os niveis de linfécitos T citotoxicos especificos para o tumor e resulta na
regressao de tumores mesmo em estagio avangado (THURNER et al., 1999).

Em um ensaio clinico, doze pacientes com infec¢do crénica por HIV, que estavam
recebendo terapia antiretroviral, foram imunizadas com ceélulas dendriticas aut6logas
derivadas de monacitos pulsadas in vitro com virus da imunodeficiéncia humana tipo | (HIV-
1) inativados. Os resultados mostraram que a vacinagdo é segura e bem tolerada. Os pacientes
apresentaram diminuicdo na carga viral plasmatica e aumento na resposta Thl e de células T
CD8" especificas para HIV-1, o que ndo foi observado nos pacientes controles ndo
imunizados (GARCIA et al., 2005).

Outro estudo, que utilizou células dendriticas aut6logas maduras pulsadas com HIV-1
inativado injetadas subcutaneamente, foi realizado com dezoito pacientes portadores de HIV,
mas que ndo recebiam a terapia antiretroviral. Esse ensaio mostrou diminuicdo de
aproximadamente 90% da carga viral plasmatica em oito pacientes, e quatro apresentaram
carga viral menor que 1000 copias por ml. As unicas manifestacGes clinicas foram um ligeiro,
mas significativo, aumento no tamanho dos linfonodos periféricos. Nao foi observado
sintomas da AIDS e nenhum outro sintoma de imunodeficiéncia desenvolveu-se durante 0s
dois anos de acompanhamento. Os resultados mostraram que a vacina terapéutica foi capaz de
induzir resposta de células T especificas contra HIV-1 associada com a manutencdo da
supressdo viral (LU et al., 2004).

A eficécia das células dendriticas, como iniciadoras de resposta imune, também é alvo
de estudos em infeccBes causadas por protozoarios como leishmaniose, doenca de chagas e
malaria, e contra fungos oportunistas tais como Candida albicans, Aspergillus fumigatus,
Cryptococcus neoformans, Histoplasma capsulatum, e Coccidioides immitis (RICHARDS et
al. 2001; OUAISSI et al., 2002; BOZZA et al. 2004; LIN et al. 2005; SOONG, 2008).

Na PCM, as células dendriticas também foram testadas. Em um experimento in vitro
foram avaliadas as interacdes entre a glicoproteina de 43 kDa (gp43) do P. brasiliensis e
macrofagos e células dendriticas de linhagens de camundongos resistentes e susceptiveis a
infeccdo por esse fungo. Os autores avaliaram os niveis de linfoproliferacdo e padrfes de
citocinas secretadas. Observou-se que as células dendriticas de camundongos susceptiveis sdo
menos eficientes que as células de linhagens resistentes na estimulagéo da linfoproliferacéo.
Em camundongos resistentes, as células dendriticas foram mais eficientes que macrofagos na
estimulagdo tanto da linfoproliferacdo quanto das células T que secretam padrdes de citocina

Th1. Os resultados sugeriram que a baixa eficiéncia dos dois tipos celulares de camundongos
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susceptiveis em estimular celulas T, a secretar citocinas de resposta Thl in vitro, pode ser
correlacionada com a progressdo da doenga in vivo (ALMEIDA e LOPES, 2001).

Ferreira et al. (2004), realizaram experimentos que mostraram que tanto o fungo
quanto a gp43 purificada levam a regulacdo negativa de certas caracteristicas das células
dendriticas, tanto imaturas quanto maturadas por LPS, como diminui¢do nos niveis de MHC-
Il e nas propriedades de adesdo, e igualmente interferirem na produgédo de certas citocinas,
como IL-12 e TNF- a. As células maduras sdo as mais influenciadas pela presenca do fungo
ou da gp43, apresentando inibi¢cdo acentuada na expressdo de MHC-11, CD80, CD54 e CDA40.

Em ensaio in vivo, 0os camundongos que recebiam células dendriticas pulsadas com
gp43+LPS apresentavam um aumento significante na carga fangica nos pulmdes. Observaram
que o padrdo dos granulomas nos pulmdes de animais resistentes a PCM que receberam as
células dendriticas pulsadas com a gp43+LPS eram muito similares aqueles encontrados em
camundongos susceptiveis. Os autores sugeriram que a gp43 afeta muitas funcbes das células
do hospedeiro, como baixa expressdo de moléculas coestimulatorias e da produgéo de 1L-12,
sendo essas alteracGes benéficas para o fungo, pois reduzem a efetividade da resposta imune e
como consequéncia facilitam a instalacdo da infec¢do primaria em hospedeiros susceptiveis.
Os resultados contribuem para explicar a persisténcia do fungo juntamente com um processo
inflamatorio duradouro (FERREIRA e ALMEIDA, 2006).

Na vacinacdo com células dendriticas, essas podem ser expostas a antigenos tanto in
vivo, pela introducdo direta do antigeno, quanto ex vivo, sendo as células pulsadas com
antigenos enquanto sdo cultivadas e administrando as mesmas em animais compativeis
geneticamente. Células dendriticas sdo de 100 a 1000 vezes mais eficientes que um adjuvante
ndo-especifico, como o CFA, na apresentacdo de sequéncias peptidicas (STEINMAN e
POPE, 2002).

As células dendriticas apresentam grande potencial para serem utilizadas como
adjuvantes em formulacGes de vacinas, tanto profilaticas quanto terapéuticas, mas para que
isso se torne possivel é necessario identificar a resposta que se quer induzir e escolher o
melhor subtipo de célula dendritica para atingir esse objetivo. E importante escolher a via de
administracdo, pois diferentes vias podem levar a diferentes respostas influenciando na
eficacia da vacina contra determinada doenga.

Nos ultimos 15 anos, células dendriticas tém aumentado o interesse dos cientistas e
médicos, pois essas podem ser importantes adjuvantes para vacinas que previnam infecgdes
microbianas e para o tratamento do cancer (LIPSCOMB; WILDER; MASTEN, 2007). E, hoje

45



INTRODOGAO

em dia, entender como manipular células dendriticas pode ser considerado um instrumento

essencial no progresso de desenvolvimento de vacinas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Analisar a capacidade das células dendriticas, previamente pulsadas com o peptideo
P10, em desenvolverem resposta imune protetora em camundongos infectados com o isolado

virulento de Paracoccidioides brasiliensis Pb18.

2.2 Objetivos especificos

— Analisar diferentes protocolos vacinais, tanto terapéuticos quanto profilatico, e determinar

qual o melhor esquema vacinal;

— Investigar qual a melhor via de administracdo das células dendriticas;

— Verificar se as células dendriticas sdo capazes de ativar linfécitos de camundongos

imunizados com o peptideo e promover a proliferacdo desses in vitro;

— Avaliar niveis de citocina no macerado de pulméo dos animais de cada grupo;

— Quantificar a carga fungica nos pulmdes dos animais infectados e tratados.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos da linhagem BALB/c, com média de idade
entre 6 e 8 semanas. Os animais foram criados em condi¢des sanitarias livre de patdgenos
especificos no biotério de camundongos isogénicos do Departamento de Imunologia, e
mantidos no biotério de experimentacdo animal do Departamento de Microbiologia. Os

animais foram manuseados de acordo com as normas do Comité de Etica do Instituto.

3.2 Cultivo do fungo e preparo do indculo

O isolado virulento de Paracoccidioides brasiliensis Pb18 foi mantido em meio semi-
solido Fava-Netto durante sete dias a 37 °C. O fungo foi coletado e lavado em solu¢édo salina
tamponada (PBS, pH 7,2) por trés vezes. Apds a decantacdo das particulas maiores, fez-se a
contagem das leveduras em camara de Neubauer com o sobrenadante.

Foram utilizados in6culos com viabilidade superior a 95%, sendo essa determinada

por coloracdo com azul de Trypan (Sigma, St Louis, MO).

3.3 Infecgéo intratraqueal

Os camundongos foram anestesiados pela administracdo de 300 ul da associacdo de
cloridrato de xilazina 10 mg/kg de peso corp6reo (Rompun, Bayer do Brasil, SP) e cloridrato
de ketamina 80 mg/kg de peso corpéreo (Divisdo Vetbrands Salde Animal, Sespo, SP).
Quando o animal estava insensivel a dor, fez-se uma pequena incisdo na regido da traquéia e
50 ul de PBS contendo 3x10° leveduras vidveis do fungo foram inoculados utilizando-se
seringa de 1 ml. A incisdo foi suturada e os animais foram mantidos aquecidos sob fonte de

calor moderada para controlar a hipotermia causada pelo anestésico.
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3.4 Obtencao e diferenciacédo de células dendriticas

A obtencdo das células dendriticas foi realizada de acordo com protocolo
desenvolvido a partir de protocolos descritos por INABA et al. (1992) e LUTZ et al. (1999).

Fémures e tibias dos camundongos foram removidos e lavados em alcool 70%,
seguido de duas lavagens em PBS. As medulas foram retiradas com ajuda de uma seringa
contendo meio RPMI (Vitrocell - Campinas) e as células foram centrifugadas (450 g) por 5
minutos, ressuspendidas em RPMI e contadas em camara de Neubauer. A concentracdo de
2x10° células/ml foi plagueada em meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB - Vitrocell - Campinas), 30 ng/ml de rGM-CSF (Fator Estimulatério de Col6nia de
Granulécitos e Macrofagos recombinante), 15 ng/ml de rIL-4 (Peprotec) e 20 mg/ml de
gentamicina (Gibco BRL Life Technologies, NY).

As células foram cultivadas por sete dias em estufa CO, 5% a 37 °C. No 3° dia de
cultura, as células ndo aderentes (granulécitos em sua maioria) foram removidas
delicadamente para evitar que as células dendriticas em desenvolvimento, que estdo
fracamente aderidas a macrofagos, fossem perdidas e 0 meio RPMI contendo as citocinas
recombinantes foi reposto. No 5° dia, 0 meio foi trocado, o sobrenadante centrifugado e as
células devolvidas ao meio. Isso foi feito para reduzir perda de células dendriticas que
poderiam ter se soltado da cultura. No 7° dia de cultura, as populac6es de células dendriticas
presentes no sobrenadante da cultura, foram coletadas e analisadas através de citometria de

fluxo pela presenca de marcadores de superficie.

3.5 Citometria de fluxo

A analise da expressdo de marcadores foi feita para quantificar e caracterizar as
células dendriticas. As células, ap6s o sétimo dia de cultivo, foram lavadas com PBS,
centrifugadas e ressuspendidas em PBS-SFB 3% na concentracéo de 10° células por tubo. A
sequir, foi feita a marcacdo das células utilizando-se anticorpos anti-CD11c-FITC (clone
HL3; 0,51g/10° células) e anti-MHC-II-PE (clone M5-114.15.2; 0,5ug/10° células) por 20
minutos em gelo.

Ap0s esse periodo, as células foram lavadas e centrifugadas (450 g por 5 minutos), o
sobrenadante foi descartado e o pellet contendo as células foi ressuspendido em PBS-SFB
3%. A andlise foi feita por FACS (FACSCanto Il - BD, Bioscience) e os dados foram
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analisados com o auxilio do software FlowJo (Tree Star, Inc. - USA). Através da técnica de
fluorescence-minus-one (FMO) definiram-se limites para determinar células verdadeiramente
positivas para a marcagdo com o0s anticorpos ou apenas autofluorescentes (ROEDERER et al.,
2001).

3.6 Definicdo da concentracao do peptideo P10

Foi realizada uma curva com diferentes concentracdes do peptideo a fim definir a
melhor concentracdo do P10 para utilizacdo na elaboracdo da vacina. O peptideo foi diluido
previamente em solucdo contendo 20% de DMSO (dimetilsulfoxido, MERCK).

Dois grupos, com quatro animais cada, foram utilizados para esse experimento. O
primeiro grupo foi inoculado com 50 pl de PBS (CSE — células sem estimulos) e o segundo
foi imunizado com 50 pl de PBS contendo 1,02x102 mM do peptideo, ambos 0s grupos
foram inoculados no coxim plantar. Apos sete dias, retirou-se o baco desses animais e as
células foram desagregadas em 2 ml de meio RPMI, com auxilio do émbolo de uma seringa.
Para lisar as hemécias, foram adicionados a suspensédo de células 5 ml de tampao de lise (155
mM NH3CI, 10 mM KHCOg, 88 uM EDTA). Apo6s cinco minutos de incubacédo, a suspensao
de células foi centrifugada, o sobrenadante descartado e as células ressuspendidas em 3 ml de
meio completo (RPMI, 20 mM NaHCOs;, 10 mM Hepes, 20 mg/ml gentamicina, 2 mM L-
glutamina, 50 uM B-mercaptoetanol, 5 mM piruvato de sddio; 100 mM aminoéacidos n&o-
essenciais, 1% SFB), para contagem em cadmara de Neubauer. A viabilidade foi determinada
com azul de Trypan. As células foram cultivadas em placas de 96 pocos na concentracdo final
de 4x10° células/poco. Nos pocos que receberam as células dendriticas a concentracio
utilizada foi de 3 células de baco para 1 célula dendritica.

Plagueou-se células de bago de camundongos que receberam somente PBS (CSE) ou
células de baco dos animais que receberam o peptideo (IP10) e essas foram reestimuladas in
vitro com diferentes concentraces do P10, 2,55x10™" mM, 5,1x10™ mM ou 7,65x10™" mM do
P10. Alguns pocos contendo células do grupo PBS e do grupo IP10 receberam além do
peptideo, 1x10° de células dendriticas diferenciadas in vitro. As células permaneceram em
estufa de CO, 5% a 37 °C por 72 horas e apds esse periodo foi realizada a analise da
proliferacdo celular segundo protocolo de Mosmann (1983). Foram adicionados 50 ul por
poco de sal de tetrazolium MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide - Sigma, St Louis,
MO) na concentracdo de 1 mg/ml e a placa voltou para estufa por mais quatro horas. Apos a

segunda incubacdo, adicionou-se em cada pogo 100 pl de Isopropanol-HCI 0,04N para
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dissolver os cristais de formazana e parar a reacdo. A leitura das absorbéncias foi realizada em
leitor de ELISA utilizando-se 595 nm como comprimento de onda.

3.7 Ensaio de linfoproliferacao

Para a linfoproliferagdo foram utilizados dois grupos com quatro animais cada. Um
grupo (IP10) foi imunizado no coxim plantar com 1,02x10 mM do P10 diluido em 50 pl de
PBS, enquanto o outro grupo (PBS) recebeu apenas 50 pl de PBS. Ap6s uma semana, 0S
animais foram sacrificados para a retirada do baco. Os bacos dos animais foram macerados,
sendo a lise das hemaécias, contagem das células e plagueamento realizados como descrito no
item 3.6.

Nos pocos controles foram cultivadas células de baco dos camundongos do grupo PBS
com (controle positivo) ou sem (controle negativo) concanavalina A - ConA. Nos outros
pogos, tanto do grupo que recebeu PBS quanto do grupo que recebeu o peptideo (IP10),
células de bago foram reestimuladas com o P10 sozinho (2,55x10™ mM) ou em conjunto com
as células dendriticas por 72 horas em estufa de CO, 5% a 37 °C. Apds esse periodo, a analise
da proliferacdo celular foi realizada utilizando-se sal de tetrazolium (MTT) como descrito no
item 3.6.

3.8 Ensaio de resposta in vivo

Para analise da modulacdo da resposta imune in vivo, foram utilizados trés protocolos
distintos: dois terapéuticos (A e B) e um profilatico (C). Em um dos protocolos terapéuticos
os animais foram infectados e receberam duas doses da vacina de células dendriticas, nos 31°
e 38° dias pos-infeccdo, sendo sacrificados sete dias ap6s a Ultima dose. Esse protocolo foi
denominado grupo terapéutico 30 dias. O segundo protocolo foi denominado grupo
terapéutico 15 dias, onde os animais receberam dose Unica da vacina quinze dias apds serem
infectados, sendo sacrificados sete dias apds a imuniza¢do. No protocolo profilatico, os
animais foram imunizados um dia antes de serem infectados e apds trinta dias da infecgéo
foram sacrificados. Esse protocolo foi denominado grupo profilatico 1 dia.

Para a vacina, as células dendriticas, na concentracdo de 6x10° células/ml
diferenciadas in vitro foram ressuspendidas em 1 ml de PBS e incubadas com o P10 (2,55x

10™*mM /ml) por 2 horas em estufa de CO, 5% a 37 °C. Ap6s essa incubacdo, as células
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foram utilizadas na imunizacdo dos camundongos infectados, cada dose contendo 3x10°
células dendriticas, através de duas diferentes vias, subcutédnea (s.c.) e intravenosa (i.v.).
Tanto no grupo controle negativo (ndo infectado) quanto no grupo controle positivo
(infectado e ndo tratado) os animais foram tratados apenas com PBS. Outro grupo, também
infectado, recebeu a mesma dose de células dendriticas sem o estimulo do peptideo pela via
subcutanea, servindo como controle.

Os diferentes protocolos estdo esquematizados na Figura 1.

22 Imunizacdo

Infeccdo 12 Imunizacio Sacrificio
A. 30 dias 7 dias 7 dias
~ Imunizacio
Infeccdo Sacrificio
B.| 15 dias 7 dias
Infeccido
Imunizacio Sacrificio
C. | 1dia 30 dias

Figura 1 - Esquema de imunizag8o para os diferentes protocolos. A. Grupo terapéutico 30 dias. Os animais
foram infectados e ap6s 30 dias receberam duas doses da vacina com intervalos de 7 dias. Sete dias
apos a ultima imunizag&o esses animais foram sacrificados. B. Grupo terapéutico 15 dias. Os animais
foram infectados e receberam apenas uma dose da vacina apés 15 dias de infeccéo, sendo sacrificados
7 dias apds a imunizacdo. C. Grupo profilatico 1 dia. Esse grupo foi imunizado com a vacina e
infectado 24 horas depois, sendo sacrificados 30 dias apds a infecgéo.

3.9 Unidade formadora de col6nia (UFC)

Apos 30 dias de infecgdo, nos grupos A e C, e 15 dias no grupo B, foi realizado o
sacrificio dos animais, sendo os pulmdes, baco e figado retirados, pesados e macerados em 1
ml de PBS para baco e pulmdo e 2 ml para figado. Um volume de 100 pl da suspensédo foi

plaqueado em meio BHI (Infuséo de Coracdo e Cérebro — Difco - Detroit), suplementado com
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4% de SFB, 5% de sobrenadante de cultura de P. brasiliensis cepa 192, 1% de estreptomicina
e penicilina (Sigma, St Louis, MO), conforme recomendado por Castafieda et al. (1988). As
placas foram mantidas a 37 °C por sete a quinze dias e, ap0s esse periodo, as col6nias foram

contadas e os resultados expressos em UFC por grama de tecido.

3.10 Dosagem de citocinas

A deteccdo de citocinas como IFN-y, IL-12, IL-10 e IL-4 foi realizada
quantitativamente através do método de ELISA de captura (BD OpTeia, San Diego, CA),
utilizando como amostra 0 sobrenadante de uma fracdo dos pulmdes dos camundongos
macerada em solucdo contendo inibidor de proteases (Sigma, St Louis, MO). As placas de 96
pocos foram sensibilizadas com 100 ul dos anticorpos de captura e mantidas overnight a 4 °C.
As placas foram lavadas com solucdo PBS-0,05% Tween 20 e blogueadas, a temperatura
ambiente, com 200 ul de PBS-10% SFB por poco. Apés 1 hora de blogueio, as placas foram
submetidas a nova lavagem e 100 ul dos padrdes (citocinas recombinantes de camundongos)
ou das amostras foram adicionados aos pogos, com suas respectivas dilui¢oes.

Incubou-se as placas por duas horas a temperatura ambiente e essas foram novamente
lavadas. Foram entdo adicionados em todos os pogos 100 ul do conjugado composto pelos
anticorpos de deteccdo e a pela enzima (Avidina-HRP) e as placas foram novamente
incubadas por uma hora, a temperatura ambiente. Procedeu-se a Ultima lavagem das placas e
em cada po¢o acrescentou-se o substrato da enzima (TMB — BD Pharmingen). As placas
foram incubadas no escuro, a temperatura ambiente por trinta minutos e fez-se o bloqueio da
reacdo com 50 pl/pogo de H,SO4 2N. A leitura das absorbancias foi realizada em leitor de
ELISA no comprimento de onda de 450 nm. Os limites de deteccdo das citocinas foram: 7,8
pg/ml (IL-4), 31,3 pg/ml (IFN-y e IL-10) e 62,5 pg/ml (IL-12).

3.11 Histopatologia

Amostras de pulméo dos camundongos foram fixadas em formalina 10% (MERCK —
Alemanha) e encaminhadas ao Laboratorio de Histologia da Universidade de Sao Paulo para

inclusdo em parafina, preparacdo da lamina e coloracéo pelo método de Gomori-Grocott.
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3.12 Analise estatistica

Os resultados foram analisados utilizando-se o software GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Inc., San Diego, CA) e a andlise de variancia (ANOVA) foi realizada seguida do
pos-teste de Tukey. O resultado foi considerado significativo quando o p < 0,05. Apenas no
gréafico da curva da concentracdo do peptideo (Figura 3) foi utilizada anélise de variancia com
dois fatores para medidas repetidas (Two-way ANOVA) e o pds-teste de Bonferroni. Sendo o

resultado significativo quando o p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacao e quantificacédo de células dendriticas por citometria de fluxo.

As células da medula 6ssea diferenciadas por sete dias na presenca de rGM-CSF e rlL-
4, foram analisadas através de citometria de fluxo pela avaliacdo da expressdo das moléculas
de superficie CD11c ligado a FITC e MHC-II ligado a PE. Pela granulosidade e tamanho das
populacOes foi feita uma delimitacdo na populacdo de interesse e dentro dessa identificou-se
duas populacbes (A e B). Como mostra a Figura 2, 67,36% das células foram classificadas
como duplo positivo para os marcadores analisados evidenciando um perfil de células
dendriticas CD11" MHC-II".
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Figura 2 - Anéalise da expressdo de moléculas de superficie. As células dendriticas foram diferenciadas in vitro a
partir de células de medula Ossea de camundongos e cultivadas por 7 dias em meio RPMI
suplementado com rGM-CSF (30 ng/ml) e rIL-4 (15 ng/ml). As células foram retiradas e marcadas
com anticorpos para moléculas de superficie anti-CD11c-FITC e anti-MHC-II-PE e a leitura foi
realizada com o aparelho FacsCanto e os dados foram analisados com o auxilio do software FlowJo.
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4.2 Determinacéo da concentracéo do peptideo P10

A Figura 3 demonstra 0 ensaio realizado para determinar qual seria a melhor
concentracdo do peptideo para utilizacdo com as células dendriticas. Células de bago de
animais que haviam sido inoculados com PBS (CSE) ou com o peptideo (IP10) foram
cultivadas com trés diferentes concentracdes do peptideo sozinho (P10), sendo essas 2,55x10™
mM, 5,1x10"" mM ou 7,65x10™ mM, ou juntamente com células dendriticas (DC).

Observamos que a proliferacdo das células, tanto de animais do grupo PBS quanto do
grupo IP10, ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa independente da
concentracdo do peptideo. Por esse motivo, a concentragdo de 2,55x10™" mM foi a escolhida
para a utilizacdo nesse trabalho.
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Figura 3 - Curva para determinacdo de concentracdo 6tima do peptideo. Dois grupos de animais foram
inoculados no coxim plantar com PBS (CSE) ou imunizados com 1,02x10% mM do peptideo (1P10).
Apds 7 dias, 0 bago desses animais foi retirado e as células cultivadas somente com o P10 (+P10) ou
com P10 mais as células dendriticas (+DC+P10), sendo trés diferentes concentragdes do P10:
2,55x10?, 5,1x10™ ou 7,65x10"" mM/ml. Analise feita por Two-way ANOVA seguida de pés-teste
de Bonferroni. p = 0,1920.
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4.3 Ensaio de proliferacao celular

Com objetivo de determinar se as células dendriticas pulsadas com o peptideo P10
eram capazes de ativar linfécitos de bago de camundongos imunizados com o peptideo, foi
realizado um ensaio in vitro de ativacdo dessas células. Células totais de baco de
camundongos controle (grupo PBS), injetados no coxim plantar com PBS, e de animais que
receberam 1,02 x 102 mM do peptideo no mesmo local (grupo 1P10), foram cultivadas na
presenca do peptideo com (P10+DC) ou sem células dendriticas (P10), ou apenas com células
dendriticas (DC).

Foi possivel verificar (Figura 4) que nos pogos onde as células dendriticas estavam
presentes houve maior proliferacdo das células totais do baco quando comparadas com o0s
pocos onde apenas o peptideo foi adicionado. Essa proliferacdo foi significativa quando
comparamos pocos com células de baco dos animais controle, que ndo haviam entrado em
contato com o peptideo, com pocos contendo células de animais que haviam sido expostos ao
peptideo in vivo. O controle de proliferacdo positiva foi feito com o mitégeno concanavalina
A (ConA).

Ensaio de Proliferagao
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Figura 4 - Ensaio de proliferacéo celular. Foram utilizadas células totais de baco de animais controles, injetados
apenas com PBS (PBS) e animais imunizados com 1,02x102 mM do peptideo P10 (IP10), ap6s 72 h
de estimulo com 2,55x10™" mM/ml do peptideo (P10) ou o peptideo (2,55x10™" mM/ml) mais células
dendriticas (+DC+P10). CSE - célula sem estimulo; ConA - mitdgeno como controle positivo.
Significancia p < 0,05. *** Entre CSE+DC e IP10+DC+P10 e ### entre IP10+P10 e IP10+DC+P10.
Anaélise por One-way ANOVA seguida de pos-teste de Tukey.
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4.4 Contagem de unidade formadora de colonia

4.4.1 Grupo terapéutico 30 dias

Nesse grupo, os animais de cada grupo foram infectados por via intratraqueal, com
3x10° leveduras de Pb18 e apés 30 dias de infeccdo, receberam duas doses de células
dendriticas pulsadas com o peptideo P10, a primeira no 31° e a segunda no 38° dia. Sete dias
apos a segunda dose os animais foram sacrificados e o0 baco, figado e uma fracdo do pulméo
foram retirados, macerados e plaqueados para contagem das unidades formadoras de colénia.

Os resultados, na Figura 5, obtidos com a contagem das unidades formadoras col6nias
indicaram que os grupos que receberam as células dendriticas pulsadas com o P10
apresentaram reducao significativa da carga fungica nos pulmdes quando comparados com o
grupo controle (infectados e ndo tratados). A diminuicdo da carga fungica foi semelhante nos
grupos tratados com as células dendriticas independente da via de administragdo. N&o foram

detectados fungos no baco e no figado dos animais infectados.
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Figura 5 - Contagem de unidade formadora de colénia (UFC) nos pulmdes dos animais do grupo terapéutico 30
dias. Os camundongos de cada grupo (N = 5) foram infectados por via intratraqueal (3x10° leveduras
de Pb18) e apds 30 dias de infecgdo receberam diferentes tratamentos. Grupo controle ndo foi tratado
(C+) e os outros grupos receberam 2 doses da vacina, no 31° e 38° dias, sendo apenas células
dendriticas (DC) ou células dendriticas pulsadas por 2 horas com P10, por diferentes vias -
intravenosa (I1V) ou subcutanea (SC). Sacrificio 7 dias apés a Ultima dose e uma fragdo do pulméo foi
retirada para contagem de UFC. * Significancia p < 0,05 quando comparado com o infectado ndo
tratado (C+). Analise por One-way ANOVA seguida de pés-teste Tukey.
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4.4.2 Grupo terapéutico 15 dias

Esse grupo de animais foi infectado com 3x10° leveduras de Pb18. Apés 15 dias de
infeccdo receberam apenas uma dose das células dendriticas e foram sacrificados sete dias
apos a administracdo da vacina. Foi realizada a contagem de unidades formadoras de col6nia
nas placas contendo o macerado de baco, figado e pulméo. A determinacdo da carga fungica,
esquematizada Figura 6, mostrou que houve diminuicéo significativa das unidades formadoras
de coldnias nos camundongos tratados quando comparada com os animais do grupo controle
positivo (infectados e ndo tratados), e a via de administragdo ndo foi capaz de alterar os
resultados. N&o foram detectados fungos no bago e no figado dos animais infectados.
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Figura 6 - Contagem de unidade formadora de colénia (UFC) nos pulmdes dos animais do grupo terapéutico 15
dias. Todos os grupos (N = 5) foram infectados por via intratraqueal (3x10° leveduras de Pb18) e
apos 15 dias de infeccdo receberam diferentes tratamentos. Grupo controle néo foi tratado (C+) e 0s
outros grupos receberam uma dose da vacina, no 16° dia, sendo apenas células dendriticas (DC) ou
células dendriticas pulsadas por 2 horas com P10, por diferentes vias - intravenosa (IV) ou
subcutanea (SC). Animais foram sacrificados 7 dias apds imunizagdo e uma fracdo do pulmdo foi
retirada para contagem de UFC. ** Significancia p < 0,05 quando comparado com o infectado nédo
tratado (C+). Analise por One-way ANOVA seguida de pés-teste de Tukey.
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4.4.3 Grupo profilatico 1 dia

Nesse grupo foi realizada uma abordagem diferente. Os animais dos grupos tratados
receberam primeiro a vacina contendo as células pulsadas com o peptideo (grupo IV e SC) ou
células sem estimulo do P10 (grupo DC). Apbs 24 horas esses grupos, juntamente com o
grupo controle positivo (C+), foram infectados com o isolado Pb18 e foram sacrificados apos
30 dias de infeccdo. Foi realizada a contagem das unidades formadoras de colonias no baco,
figado e pulmao desses animais.

A Figura 7 mostra os resultados obtidos que indicaram reducéo significativa da carga
fangica nos pulmdes apenas dos animais do grupo que receberam as células dendriticas
pulsadas com o P10 através da via subcutanea, quando comparados com 0s animais do grupo
controle positivo (infectados e ndo tratados). Nos animais que receberam o tratamento
profilatico pela via intravenosa a quantidade de leveduras nos pulmdes foi semelhante aos
grupos controles (somente infectados ou infectados e que receberam apenas células
dendriticas). Nao foram detectados fungos no baco e no figado dos animais infectados.
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Figura 7 - Contagem de unidade formadora de col6nia (UFC) nos pulmdes dos animais do grupo profilético 1
dia. Os camundongos de cada grupo (N = 5), exceto o grupo controle (C+, infectado e ndo tratado),
foram imunizados com a vacina. O grupo DC recebeu apenas as células dendriticas na base da cauda,
os grupos 1V e SC receberam as células pulsadas por 2 horas com P10, sendo essas imunizag6es por
diferentes vias: subcutanea no grupo SC e intravenosa no grupo IV. Um dia ap6s a imunizagdo todos
0s grupos, incluindo o controle, foram infectados por via intratraqueal (3x10° leveduras de Pb18) e
apos 30 dias de infecgdo foram sacrificados. Uma fragdo do pulmdo foi retirada para contagem de
UFC. Significancia p < 0,05. ** grupo SC comparado com o grupo C +, *** grupo SC comparado
com o grupo IV. Andlise por One-way ANOVA seguida de pés-teste de Tukey.

60



RESOLTADOS

4.5 Dosagem de citocinas

A dosagem de citocinas foi realizada para verificar qual o padrdo de resposta presente
em cada tipo de protocolo. Para isso, foram dosadas as citocinas IL-12 e IFN-y, que
predominam em respostas do tipo Thl e as citocinas antiinflamatorias IL-4 e IL-10 (padrdo

Th2) no sobrenadante do macerado de uma fragédo do pulméo dos animais de cada grupo.

4.5.1 Grupo terapéutico 30 dias

Nesse protocolo vacinal, os animais apresentaram um aumento significativo de
citocinas pro-inflamatdrias, esquematizado na Figura 8. Os grupos que receberam a vacina
contendo as células dendriticas e o P10, independente da via utilizada, apresentaram aumento
significativo tanto de IFN-y quanto de IL-12 quando comparados com o grupo controle
infectado e néo tratado.

As citocinas anti-inflamatdrias, como IL-4 e IL-10, também foram analisadas e estéo
apresentadas em graficos da na Figura 9. Nos grupos vacinados com as células dendriticas
pulsadas com o peptideo houve reducédo significativa da citocina IL-10 quando comparados
com o grupo controle ndo infectado. Em relacdo a citocina IL-4, ndo foi possivel detecta-la
nos grupos vacinados. Nos outros trés grupos: controle positivo somente infectado, no que
recebeu somente as células dendriticas e no grupo ndo tratado e ndo infectado, os niveis dessa

citocina ficaram entre 70 e 150 pg/g de tecido.
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Figura 8 - Dosagem de citocinas IFN-y e IL-12 no sobrenadante do macerado dos pulmdes do grupo terapéutico
30 dias. Os animais de cada grupo (N=5) foram infectados com 3x10° leveduras e ap6s 30 dias
receberam diferentes tratamentos (duas doses com intervalo de sete dias), o grupo DC recebeu apenas
células dendriticas e os grupos IV e SC receberam as células dendriticas pulsadas com o P10 por
diferentes vias, intravenosa e subcutanea, respectivamente. Animais foram sacrificados sete dias ap6s
a administracdo da Ultima dose da vacina. * Significancia p < 0,05 quando comparado com 0 grupo
controle infectado e ndo tratado (C+). Anélise por One-way ANOVA seguida de pds-teste de Tukey.
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Figura 9 - Dosagem de citocinas IL-10 e IL-4 no sobrenadante do macerado dos pulmdes do grupo terapéutico
30 dias. Os animais de cada grupo (N=5) foram infectados com 3x10° leveduras e ap6s 30 dias
receberam diferentes tratamentos (duas doses no intervalo de sete dias), o grupo DC recebeu apenas
células dendriticas e os grupos IV e SC receberam células dendriticas pulsadas com P10 por
diferentes vias, intravenosa e subcutanea respectivamente. Animais foram sacrificados sete dias ap6s
a administracdo da Gltima dose da vacina. * Significancia p < 0,05, quando comparado com 0 grupo
controle infectado e ndo tratado (C+). Analise por One-way ANOVA seguida de pos-teste de Tukey.
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4.5.2 Grupo terapéutico 15 dias

As citocinas pré-inflamatérias, IFN-y e IL-12, foram dosadas em todos 0s grupos
desse protocolo (Figura 10). Os niveis detectados da citocina IFN-y nos grupos vacinados
com as células dendriticas pulsadas com o peptideo foram significativamente maiores do que
0 encontrado no grupo controle positivo (infectado e ndo tratado). O aumento da IL-12 foi
significativo somente no grupo que recebeu a vacina pela via subcutanea, quando comparado
com o controle positivo. Com relacdo as citocinas IL-4 e IL-10, os grupos vacinados,
independente da via de administracdo, apresentaram niveis menores do que o encontrado no

controle infectado e ndo tratado (Figura 11).
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Figura 10 - Dosagem de citocinas IFN-y e IL-12 no sobrenadante do macerado dos pulmdes do grupo
terapéutico 15 dias. Os animais de cada grupo (N=>5) foram infectados com 3x10° leveduras e ap6s
15 dias receberam diferentes tratamentos (dose Unica), o grupo DC recebeu apenas células
dendriticas e os grupos 1V e SC receberam as células dendriticas pulsadas com P10 por diferentes
vias, intravenosa e subcutanea, respectivamente. Animais foram sacrificados sete dias apos a
administraco da vacina. * Significancia p < 0,05 quando comparado com o grupo controle
infectado e ndo tratado (C+). Andlise por One-way ANOVA seguida de pOs-teste de Tukey.
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Figura 11 - Dosagem de citocinas IL-4 e IL-10 no sobrenadante do macerado dos pulmdes do grupo terapéutico
15 dias. Os animais de cada grupo (N=5) foram infectados com 3x10° leveduras e ap6s 15 dias
receberam diferentes tratamentos (dose Unica), o grupo DC recebeu apenas células dendriticas e os
grupos IV e SC receberam as células dendriticas pulsadas com P10 por diferentes vias, intravenosa e
subcutanea, respectivamente. Animais foram sacrificados sete dias ap0s a administragdo da vacina. *
Significancia p < 0,05 quando comparado com o grupo controle infectado e ndo tratado (C+).
Anélise por One-way ANOVA seguida de pos-teste de Tukey.
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4.5.3 Grupo profilatico 1 dia

O grupo que recebeu a vacina contendo as células dendriticas pulsadas com P10
administrada por via subcutanea obteve aumento significativo nos niveis das duas citocinas
pré-inflamatorias, IFN-y e 1L-12 (Figura 12), além de diminuicdo significativa da citocina
antiinflamatéria 1L-10 (Figura 13), isso quando comparado com o controle positivo. O grupo
que recebeu a mesma vacina por via intravenosa, ndo obteve os mesmos resultados, apenas
sendo significativa a diminuicdo de IL-10. A diminuicdo de IL-4 ndo foi significativa em

nenhum dos grupos analisados (Figura 13).
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Figura 12 - Dosagem de citocinas IFN-y e IL-12 no sobrenadante do macerado dos pulmdes do grupo profilatico
1 dia. Os animais de cada grupo (N=5) receberam diferentes tratamentos (dose Unica), o grupo DC
recebeu apenas células dendriticas e 0s grupos 1V e SC receberam as células dendriticas pulsadas
com P10 por diferentes vias, intravenosa e subcutanea, respectivamente. Um dia apds a imunizagéo,
os animais foram infectados com 3x10° leveduras e sacrificados trinta dias depois. * Significancia p
< 0,05 quando comparado com o grupo controle infectado e ndo tratado (C+). Anélise por One-way
ANOVA seguida de pbs-teste de Tukey.
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Figura 13 - Dosagem de citocinas IL-10 e IL-4 no sobrenadante do macerado de pulmé&o do grupo profilatico 1
dia. Os animais de cada grupo (N=5) receberam diferentes tratamentos (dose Unica), o grupo DC
recebeu apenas células dendriticas e os grupos 1V e SC receberam as células dendriticas pulsadas
com P10 por diferentes vias, intravenosa e subcutanea, respectivamente. Um dia ap6s, 0s animais
foram infectados com 3x10° leveduras e sacrificados trinta dias depois. * Significancia p < 0,05

quando comparado com o grupo controle infectado e ndo tratado (C+). Analise por One-way
ANOVA seguida de pos-teste de Tukey.
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4.6 Histopatologicos

4.6.1 Grupo terapéutico 30 dias

Observa-se, na Figura 14, comparacdo histopatologica de laminas coradas pelo
método de Gomori-Grocott entre os grupos estudados. Os animais do grupo controle (figuras
Bl e B2), somente infectados, apresentaram um parénquima pulmonar inflamado e muito
comprometido, com granulomas contendo muitas células fingicas em seu interior, 0 mesmo
ocorrendo com o grupo infectado e que recebeu apenas as células dendriticas (figuras C1 e
C2). Os pulmdes dos animais tratados com as células pulsadas com o peptideo, tanto pela via
intravenosa (figuras D1 e D2) quando subcutinea (figuras E1 e E2) apresentaram o
parénquima menos afetado, com menor grau de inflamacdo, apenas alguns granulomas

contendo poucas células fungicas viaveis.

Continua
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Conclusao

Figura 14 - Exame histopatologico de uma fracdo de pulmdo dos animais do grupo terapéutico 30 dias. Os
animais foram infectados com 3x10° leveduras e ap6s 30 dias esses receberam diferentes
tratamentos que consistiam em duas doses com intervalo de sete dias. Foram sacrificados sete dias
apos a segunda dose. A. animais ndo infectados; B. animais infectados e ndo tratados; C. animais
que receberam apenas células dendriticas; animais que receberam células dendriticas pulsadas com
0 peptideo por diferentes vias: D. intravenosa e E. subcutanea. As figuras com nimero 1 (A1, B1,
C1, D1 e E1) mostram aumento de 100 vezes e as figuras com nimero 2 (A2, B2, C2, D2 e E2)
mostram aumento de 400 vezes, no microscopio optico (Nikon Eclipse E200). Laminas coradas
pelo método de Gomori-Grocott.

69



RESOLTADOS

4.6.2 Grupo terapéutico 15 dias

Nesse grupo, um padrdo semelhante ao que ocorreu com o grupo terapéutico 30 dias
foi observado (Figura 15). No histopatolégico do grupo controle positivo (figuras B1 e B2),
somente infectado, apesar de apresentarem poucos granulomas, devido ao curto periodo de
infecgdo (15 dias), apresentavam um numero elevado de leveduras vidveis. Os grupos tratados
com a vacina de células dendritica pulsadas com o peptideo (figuras D1 e D2 e E1 e E2)
apresentaram um parénquima mais conservado e, apesar de ainda encontrarmos granulomas

contendo células fungicas, poucas dessas células parecem viaveis.

Continua
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Concluséo

Figura 15 - Exame histopatoldgico da fragdo de pulméo dos animais do grupo terapéutico 15 dias. Os animais
foram infectados com 3x10° leveduras e ap6s 15 dias esses receberam diferentes tratamentos
consistindo em dose Unica. O sacrificio ocorreu sete dias apds a vacinagdo. A. animais ndo
infectados; B. animais infectados e ndo tratados; C. animais que receberam apenas células
dendriticas; animais que receberam células dendriticas pulsadas com o peptideo por diferentes vias:
D. intravenosa e E. subcutdnea. As figuras com nimero 1 (Al, B1, C1, D1 e E1) mostram aumento
de 100 vezes e as figuras com ndmero 2 (A2, B2, C2, D2 e E2) mostram aumento de 400 vezes, no
microscopio optico (Nikon Eclipse E200). Laminas coradas pelo método Gomori-Grocott.
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4.6.3 Grupo profilatico 1 dia

Nesse ultimo grupo, Figura 16, observamos uma diferenga marcante entre 0s grupos
que receberam a vacina. O histopatolégico do grupo que recebeu as células pulsadas por via
intravenosa (figura D1 e D2), mostra um parénquima bastante comprometido, com grandes
areas de inflamacdo e granulomas contendo muitas celulas fangicas. O grupo que recebeu a
mesma vacina, mas via subcutanea (figura E1 e E2), apresentou um tecido pulmonar bem
conservado com poucos granulomas e menor grau de inflamacdo, além de poucas leveduras

Viaveis.

Continua
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Concluséao

Figura 16 - Exame histopatoldgico da fracdo de pulmdo dos animais do grupo profilatico 1 dia. Os animais
receberam diferentes tratamentos um dia antes de serem infectados e ap6s 30 dias foram
sacrificados. A. animais ndo infectados; B. animais infectados e ndo tratados; C. animais que
receberam apenas células dendriticas; e animais que receberam células dendriticas pulsadas com o
peptideo por diferentes vias: D. intravenosa e E. subcutanea. As figuras com nimero 1 (A1, B, C1,
D1 e E1) mostram aumento de 100 vezes e as figuras com nimero 2 (A2, B2, C2, D2 e E2) mostram
aumento de 400 vezes, no microscdpio éptico (Nikon Eclipse E200). Laminas coradas pelo método
de Gomori-Grocott.
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5 DISCUSSAO

A paracoccidioidomicose € uma doenca que requer um tratamento longo e
desgastante, tanto para o paciente quanto para o sistema publico de saide. As drogas de
escolha clinica apesar de ainda eficazes, como a combinagéo sulfametoxazol-trimetoprim ou a
anfotericina B, possuem desvantagens como necessidade de longos periodos de tratamento e
efeitos colaterais que podem ser graves, como nefrotoxicidade no caso da anfotericina B
(SHIKANAI-YASUDA et al., 2006; MARTINEZ, 2004).

O peptideo P10 é um forte candidato para o controle da paracoccidioidomicose.
Estudos mostraram sua eficacia tanto na diminuicdo da carga fangica, quando administrado
com CFA, quanto no auxilio a terapéutica empregada no tratamento da doenca em modelos
experimentais (TABORDA et al., 1998; MARQUES et al., 2008). E, esse peptideo tem sido
utilizado em outros estudos empregando diferentes estratégias, como vacinas de DNA,
utilizando a flagelina como adjuvante ou aprisionado em nanoparticulas de PLGA [poli(acido
latico-co-glicdlico)], e apresentaram resultados muito promissores (RITTNER, 2008;
BRAGA et al., 2009; AMARAL et al., 2010).

A maioria dos trabalhos que utilizam peptideos como subunidades para vacinas sdo
para o tratamento de diversos tipos de canceres, mas existem estudos com 6timos resultados
utilizando essas vacinas contra Streptococcus pyogenes, malaria, doenca de Chagas e
criptococose (PLOTKIN, 2003; PANDEY et al. 2009; AUDRAN et al., 2009; BUA et al.,
1991; DATTA et al. 2008;). A grande dificuldade que se tem na utilizacdo de peptideos € a
necessidade de tornad-los mais imunogénicos co-administrando-os com adjuvantes fortes,
como ligantes de receptores Toll-like (NAVA-PARADA et al., 2007).

A procura por novos adjuvantes é um importante ponto para a aquisicdo de novas
vacinas eficazes. Para uso em humanos o alimen tem sido utilizado h& anos, mas sua eficécia
é limitada, pois promove principalmente reposta do tipo Th2 com producéo de anticorpos, 0
que ndo € o procurado para 0 combate da maioria das doencas fungicas incluindo a PCM
(GUPTA e SIBER, 1995; DEEPE, 1997; CUTLER; DEEPE; KLEIN, 2007).

As células dendriticas possuem potencial para serem utilizadas como adjuvante devido
suas caracteristicas de células profissionais apresentadoras de antigenos sendo, dentre essas,
as mais potentes em estimular respostas imunes. As células dendriticas sdo capazes de ativar

células T naive apresentando antigenos peptidicos através de MHC-II, além de possuirem
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moléculas coestimulatérias que sdo necessdrias para a ativacdo das células T
(BANCHEREAU, et al., 2000).

Quando se utilizam antigenos protéicos, essas proteinas devem inicialmente penetrar
na célula dendritica e serem processadas para poderem ser apresentadas como peptideos
ligados as moléculas de MHC-II, e quando se utiliza peptideos, esses ndo precisam
necessariamente penetrar na célula para serem apresentados; eles podem se ligar diretamente
a moléculas MHC-II “vazias” que estdo presentes na superficie das células dendriticas. Essas
moléculas de superficie sdo capazes de capturar peptideos diretamente do meio extracelular e
apresenta-los para linfocitos T especificos (SANTAMBROGIO et al., 1999).

Na formulacdo da vacina utilizada nesse trabalho o peptideo foi incubado com as
células dendriticas por duas horas e, a capacidade de moléculas de MHC-II na superficie
acoplar peptideos do meio externo sem a necessidade de processa-los no interior das células,
permite que o peptideo ndo seja degradado dentro da célula. Tal processo poderia levar a
perda de algum trecho importante para a ativagdo das células T naive ou mesmo a reativacéo
das células T que anteriormente entraram em contato ou com o fungo ou com antigenos
extracelulares, como a gp43.

Outro estudo utilizando camundongos transgénicos que expressam HLA-DR4
(antigeno de histocompatibilidade humano) foi realizado e os autores observaram que celulas
dendriticas imaturas podem expressar essas moléculas vazias em suas superficies assim como
acontece com MHC em camundongos (CARVEN et al., 2003). Isso leva a crer que as células
dendriticas humanas devem possuir essas moléculas vazias em suas superficies facilitando a
ligacdo direta de peptideos extracelulares, o0 que seria uma vantagem no desenvolvimento de
uma formulacédo de vacina para humanos segundo a técnica utilizada nesse trabalho.

Outra vantagem na utilizacdo das células dendriticas nessa abordagem ¢é o fato dessas
células serem um adjuvante natural o que € importante devido a falta de novos adjuvantes
aprovados para uso em humanos no mercado. E, seu uso diminui a quantidade de antigeno a
ser administrada.

Os trabalhos anteriores feitos com P10 esse utilizaram a concentracéo de 1,02 x 1072
mM por dose e coadministrado com CFA, adjuvante cuja autorizagdo se estende apenas para
animais de experimentagdo excluindo o uso em humano. Nesse trabalho contamos com o0s
beneficios de ndo ser utilizado CFA e a dose de escolha do P10 para pulsar as células

dendriticas, 2,55 x 10™* mM/ml, foi menor do que a utilizada em outras abordagens, 0 que em
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termos financeiros € uma grande vantagem, pois a produgdo de peptideos sintéticos tem um
alto custo.

Na curva para escolha da concentracdo do peptideo utilizamos trés doses diferentes,
2,55x10%, 5,1x10™ e 7,65x10™* mM/ml do P10 em ensaio de linfoproliferagdo com células de
baco de camundongos imunizados com P10 ou PBS. N&o obtivemos nenhuma diferenca
significativa na proliferacdo dessas células com as diferentes concentracdes, e por isso
utilizamos a menor concentracdo que foi capaz de ativar a proliferacdo celular (2,55x10™
mM/ml) .

Em ensaios de proliferagdo celular as células dendriticas séo potentes estimuladoras de
células T, sendo necesséarias poucas células para provocar forte resposta. Uma Unica célula
dendritica € capaz de ativar de 100 a 3000 células T (BANCHEREAU e STEINMAN, 1998).

Essas células sdo as mais potentes células apresentadoras para estimulacdo de células
T antigeno-especificas, tanto utilizando antigenos sollveis quanto particulados (NI e
O’NEILL, 1996).

No ensaio de linfoproliferacdo realizado nesse trabalho ficou evidente o poder de
estimulacdo celular das células dendriticas. Utilizamos células de baco de camundongos que
haviam sido imunizados com o peptideo, sem adi¢do de qualquer outro adjuvante, para medir
a proliferacdo dessa populacdo quando em contato novamente com o peptideo in vitro. Ficou
claro pelos resultados obtidos que a concentragdo utilizada do peptideo (2,55x10™* mM) nao
foi suficiente para induzir proliferacdo celular. Mas, quando essa mesma concentracdo de
peptideo foi plagueada juntamente as células dendriticas, as células de baco dos camundongos
que haviam entrado em contato com o peptideo anteriormente foram ativadas e sofreram
proliferacdo celular significativa e visivel, com numerosos aglomerados celulares evidentes.

Outra observacdo interessante foi a de que células de baco de camundongos que
haviam sido inoculados somente com PBS quando cultivados com as células dendriticas
juntamente ao peptideo também apresentavam certo grau de proliferacdo. Esses resultados
evidenciam o papel central das células dendriticas como responsaveis pela apresentacdo de
antigenos e iniciacdo de resposta celular, com ativacdo e proliferacdo, tanto em ceélulas
primadas quando em células T naive.

Em 1978, Steinman e Witmer mostraram como as células dendriticas sdo importantes
nessa primeira apresentacdo, o grupo observou que quando se utiliza células dendriticas
purificadas como estimuladoras da reacdo leucocitaria mista (MLR) essas sdo de 100 a 300

vezes mais potentes do que células de baco ndo fracionadas e que a eliminacdo das células
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dendriticas de aloenxertos resultava na sobrevivéncia do enxerto. E, dentre as células que
podem apresentar antigenos para células T naive, como macrofagos, células B e células
dendriticas, essas Ultimas sdo as mais eficientes em iniciar a diferenciagdo de células T CD4"
e CD8" (BANCHEREAU e STEINMAN, 1998).

Como ndo existem muitos estudos utilizando células dendriticas no tratamento da
PCM, nos baseamos em diversos estudos para elaborar protocolos de vacinagdo. Muitos
trabalhos realizados em modelo experimental na PCM, inclusive em nosso laboratorio,
aguarda-se trinta dias de infeccéo para dar inicio ao tratamento, quando se estuda abordagens
terapéuticas, pois esse € o periodo considerado suficiente para instalacdo da doenca.

Aplicamos dois tempos de infeccdo, 15 e 30 dias da instalacdo da infeccdo antes de
iniciar os tratamentos. Uma vez que desconheciamos se as células dendriticas seriam capazes
de intervir no estagio onde a infeccdo ja houvesse se estabelecido, apresentando formacéo de
granulomas, utilizamos o protocolo terapéutico com apenas quinze dias de infeccdo, para
estudar a resposta das células dendriticas pulsadas com o peptideo quando a infeccdo ainda
estava em curso, o que hipoteticamente facilitaria a intervencao das células dendriticas.

Metodologias profilaticas ndo sdo apropriadas para doengas fungicas como a PCM e
tdo pouco para vacinas que utilizam células dendriticas, ja que ndo é viavel imunizar
populacdes inteiras contra um patégeno que ndo apresenta alta taxa de mortalidade, e também
seria inviavel a elaboragdo da vacina, isso porque seria necessario retirar sangue de todos 0s
individuos que seriam imunizados para a diferenciacdo a partir de mondcitos em células
dendriticas in vitro seguida de incubacdo com o antigeno e posterior inoculacdo das células
pulsadas nos pacientes.

Abordagem profilatica somente seria viavel se fosse aplicada apenas em individuos
que sdo considerados como pertencentes a grupos de risco ou que residem areas endémicas.
Apesar disso, um terceiro protocolo utilizando abordagem profilatica foi realizado com
objetivo de observar se as células dendriticas seriam capazes de apresentar o peptideo para as
células T e prima-las, para que no momento em que esses animais entrassem em contato com
0 patogeno, conseguissem responder mais rapidamente evitando o estabelecimento da doenga.

Alguns trabalhos mostram que a imunizagdo com células dendriticas no coxim plantar
resulta no aumento de células nos linfonodos drenantes um dia apds a injecdo com essas
ceélulas, a medida que o niUmero maximo de células nos linfonodos é atingido entre o segundo
e terceiro dia pos-imunizacio (MARTIN-FONTECHA et al., 2003). Outro trabalho mostra

que a migracdo de células dendriticas inoculadas s.c. no coxim plantar para os linfonodos
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popliteos ocorre imediatamente e em trés horas elas se encontram fora das areas de células T e
em 24 horas as células dendriticas atingem as areas ricas em células T (AUSTYN et al.,
1988).

Foram testadas diferentes vias de administracdo, uma vez que diversos trabalhos
apontam para diferencas nos resultados dependendo da via escolhida. Os resultados obtidos
nos protocolos terapéuticos, nos quais 0os camundongos foram primeiramente infectados e
posteriormente tratados com as células pulsadas com o peptideo, tanto no grupo terapéutico
30 dias (trinta dias para estabilizacdo da doenca e duas doses da vacina, com intervalos de sete
dias) quanto no grupo terapéutico 15 dias (quinze dias de infec¢do e dose Unica da vacina no
16° dia) foram muito semelhantes.

Ambas as vias, subcutanea e intravenosa, foram capazes de induzirem diminuicdo
significativa da carga fungica nos pulmdes dos camundongos, o que mostra que as células
foram capazes de ativar os linfocitos e auxiliarem na eliminagdo das células fungicas,
independente da via de administracdo. O grupo profilatico, no qual os animais inicialmente
recebiam a vacina e 24 horas ap6s eram infectados com leveduras de P. brasiliensis,
apresentou diferenca marcante nas duas.

No protocolo profilatico o grupo que recebeu as células pulsadas através da via
subcutanea obteve reducdo drastica da carga flngica, contudo o grupo que recebeu as mesmas
células pela via intravenosa apresentaram carga fungica pulmonar semelhante a do controle
infectado e ndo tratado. Podemos inferir que na abordagem profilatica, no grupo que recebeu
a vacina pela via s.c., as células dendriticas migraram para os linfonodos drenantes ativando
as células T naive e iniciando a resposta imunolédgica de maior magnitude, 0 que ndo ocorreu
nos camundongos que receberam as células pela via i.v., que resulta na migracdo para
pulmdes, figado e baco, ndo sendo capaz de montar resposta efetiva contra a posterior
infeccdo com P. brasiliensis.

Acreditamos que por migrar preferencialmente para os pulmdes as células dendriticas
inoculadas via i.v. podem ter resultado em certa tolerAncia para 0 antigeno e
consequentemente deixando o0 organismo susceptivel a posterior infecgdo. Estudos
experimentais mostram que, quando em estado de repouso (steady-state conditions), o
encontro com antigenos ndo patogénicos, como proteinas inertes, ativa a resposta supressora
antigeno-especifica de células T o que protege contra a subsequente sensibilizacdo contra a
substancia alergénica pela inducdo da tolerdncia imunologica (HOLT e MCMENAMIN,
1989).
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Quando a via i.v. foi utilizada na abordagem terapéutica ela resultou na resposta
efetiva contra o fungo, pois quanto as células dendriticas pulsadas migram para os pulmdes
encontram nesse 6rgdo um ambiente inflamatério que ajuda em sua ativacdo, desencadeando
forte resposta imune.

Nossos resultados vao de acordo com estudos que utilizaram diferentes vias de
administragdo para vacinas com células dendriticas, foi demonstrado que essas células quando
administradas por via subcutanea migram preferencialmente para os linfonodos drenantes,
enquanto quando sdo administradas pela via intravenosa ha acimulo no figado, nos pulmdes e
no baco. Mostraram que as células dendriticas, quando injetadas por via subcutanea, eram
capazes de ativar a resposta imune especifica muito mais efetiva que quando eram
administradas por via intravenosa, assim como a via subcutanea leva a rapida acumulacédo de
células dendriticas nos linfonodos, a magnitude da resposta imune induzida por essas células
carreando peptideos de baixa afinidade &€ maior ap6s a vacina¢do subcutédnea quando
comparada com a intravenosa (EGGERT et al., 1999; LAPPIN et al., 1999; OKADA et al.,
2001; HUCK et al., 2008).

As citocinas dosadas nesse estudo foram aquelas que séo relacionadas com dois tipos
de resposta imunoldgica importantes na paracoccidioidomicose, IFN-y e IL-12, como as
representativas de resposta padrdo Thl, cuja resposta € considerada protetora e as citocinas
antiinflamatérias 1L-4 e 1L-10, exemplo de resposta padrdo Th2, que agravam o quadro da
doenca. Apesar de que dependendo do grau da inflamagdo gerado pela resposta Thl, as
citocinas do padrdo Th2 sdo essenciais para o balangco da reposta imune protetora
(TRAVASSOS et al., 2008).

As células dendriticas influenciam no padrdo de citocinas secretadas por células T,
pois tem importante contribuicdo no tipo de resposta imune final. Embora é dificil
correlacionar certos padrdes de citocinas com a utilizacdo de células dendriticas como vacina,
devido a diferentes fatores influénciarem na secrecdo dessas moléculas pelas células T, como
0 subtipo da célula dendritica, a natureza do estimulo de maturagdo, o tipo de antigeno
utilizado, o microambiente e a frequéncia de linfocitos T antigeno-especificos no hospedeiro.

Estudos mostram que subtipos de células dendriticas como CD11c* CD11b™"

, que em sua
grande maioria sdo CDS8a’ induzem altas concentracdes de IFN-y e pouca ou nenhuma
citocina padrdo Th2. As CD1lc+ CD11b*9"™ CD8 o, induzem grandes quantidades de
citocinas Th2 como IL-4 e IL-10 além de IFN-y (MOSER e MURPHY, 2000; SHORTMAN e

LIU, 2002; PERRUCCIO et al., 2004).
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Resultados de, Almeida e Lopes (2001), utilizando células dendriticas de duas
linhagens de camundongos, resistente (A/Sn) e susceptivel (B10.A) a infeccdo por P.
brasiliensis, indicaram que apesar do numero de APCs necessario para atingir proliferacéo
Otima de células T ser muito semelhante para as duas linhagens, as células dendriticas dos
animais A/Sn mostraram ser mais eficientes que as células dendriticas de B10.A. Nesse
mesmo trabalho avaliaram a secre¢do de citocinas e observaram que os niveis tanto de I1L-2
qguanto IFN-y eram mais baixos no sobrenadante de culturas de células T de camundongos
susceptiveis. Os autores sugerem que diferentes subtipos de células dendriticas poderiam
controlar esse padréo observado tanto na proliferacdo celular quanto na secregdo de citocinas.

Como ndo foi realizada caracterizacdo mais detalhada das células dendriticas
utilizadas, torna-se dificil especular sobre seu subtipo e seu grau de maturacdo, mas 0s
resultados mostraram claro padrdo Thl, com presenca maior de citocinas pro-inflamatérias no
sobrenadante do macerado de pulmé&o dos animais tratados nos dois protocolos terapéuticos
(15 e 30 dias). No protocolo terapéutico 30 dias ndo encontramos niveis detectaveis de IL-4,
correlacionando a forte resposta Thl pois essa citocina & produzida por células Th2
colaborando com aumento, diferenciacao e ativacdo de células B (MOSMANN e COFFMAN,
1989). Estudos em camundongos mostraram que células T CD4", de resposta Thil, que
produzem IL-2 e IFN-y, mas pouca ou nenhuma IL-4, induzem a ativacdo de macréfagos para
destruicdo de parasitas intracelulares, reacdes de HTT, e producdo de anticorpos IgG2a, mas
ndo IgG1l e IgE (MANETTI et al., 1993).

No protocolo terapéutico 15 dias, apesar dos padrdes encontrados nos niveis de
citocinas nos grupos controles e tratados seguirem a mesma variagao observada nos grupos do
protocolo 30 dias, os niveis encontrados de IFN-y foram muito inferiores quando comparados
com os encontrados no protocolo 30 dias, o que pode ser resultado do curto periodo de
infeccdo. Calich e Kashino (1998), mostraram que em animais susceptiveis, B10.A, nas
primeiras semanas da infecgdo apresentam baixos niveis de IFN-y e IL-2 acompanhadas de
uma presenca consistente de altos niveis de I1L-4, IL-5 e IL-10.

Em estudo realizado pelo nosso grupo, Buissa-Filho et al. (2008), obtiveram esse
mesmo padrdo nos niveis de citocinas utilizando 15 dias como periodo de infeccéo.
Observaram niveis mais baixos de IL-4 e IFN-y e niveis mais elevados de I1L-10 e IL-12.

No protocolo profilatico esse padrdo foi observado apenas no grupo que recebeu as
células dendriticas pela via subcutanea, que foi o Unico nessa abordagem a apresentar

diminuigdo da carga fungica em relagdo ao controle apenas infectado. O grupo que recebeu as
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células pela via intravenosa, que ndo apresentaram melhoria no quadro da infec¢do também
ndo apresentaram aumento significativo na quantidade de citocinas pré-inflamatérias. O que
corrobora com o fato de uma resposta preferencialmente Thl ser o padrdo protetor na PCM,
enguanto uma resposta Th2 néo € a ideal para o tratamento dessa micose sistémica.

Nas analises histoldgicas ficou evidente a melhoria do tecido dos animais dos grupos
dos protocolos terapéuticos os quais receberam a vacina de células dendriticas pulsadas com o
peptideo, com diminuicdo consideravel da inflamagdo no tecido, assim como o nimero de
células fungicas viaveis. E, apesar de encontrarmos algumas leveduras nos pulmdes desses
grupos essas se localizavam interiorizadas em granulomas bem definidos, mostrando que a
resposta imune conseguiu conter as células fangicas em dnico local evitando a disseminacéo
para outros Orgdos.

O tratamento vacinal com o P10 utilizando as células dendriticas como adjuvante
resultou em melhora significativa na inflamacdo nos pulmdes dos animais. Ndo obtivemos
esterilidade do fungo no hospedeiro, todavia abre-se margem para uma série de novos testes
que colaborem para alcancar esse objetivo. Poderiam ser utilizadas mais doses da vacina, pois
duas doses foram o méximo utilizado nesse trabalho. Talvez com o aumento das doses a cura
esteril poderia ser atingida.

Uma alternativa seria a co-administracdo da vacina com métodos quimioterapicos
usuais, como itraconazol ou a combinagdo sulfametoxazol/trimetoprim, o que poderia levar a
esterilidade fungica no hospedeiro ou mesmo a diminuicdo no tempo de tratamento.

Em sintese, os resultados obtidos nesse trabalho sdo muito promissores e indicam
como as ceélulas dendriticas podem ser utilizadas no tratamento ou cura da
paracoccidioidomicose experimental, apresentando a grande vantagem de ndo ser necessario a
adicdo de nenhum outro adjuvante. De maneira que deve ser considerada uma terapia
utilizando células dendriticas em infec¢bes como a PCM, seja apenas as células dendriticas

pulsadas ou essa mesma vacina em combinagdo com tratamentos usuais.
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6 CONCLUSOES

A utilizacdo de células dendriticas como adjuvante permite diminuicdo na
concentracdo de peptideo utilizada em comparagdo com outras metodologias

utilizadas;

As células dendriticas pulsadas com o P10 foram capazes de, in vitro, ativar e induzir

a proliferacdo de células de bago primadas com o peptideo in vivo;

No protocolo profilatico somente a via subcutdnea mostrou efeito positivo, enquanto

nos protocolos terapéuticos, ambas as vias (intravenosa e subcutanea) foram efetivas;

A vacina contendo celulas dendriticas pulsadas com o P10 foi capaz de induzir uma
diminuicdo significativa na carga flngica nos pulmdes de animais tratados, assim

como diminuicdo da inflamacao nesses tecidos;

As citocinas do macerado de pulm&o mostram uma polarizagao da resposta imune para

0 padrdo Thl, com maiores niveis de IL-12 e IFN-y, em todos os protocolos aplicados.
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