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RESUMO

Santos, S.S. Direcionamento de antigenos para celulas dendriticas in vivo: uma nova
estratégia para o desenvolvimento de vacina na Paracoccidioidomicose. Tese de
doutorado. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo,
2014.

A paracoccidioidomicose (PCM) é a micose sisttmica mais frequente no Brasil. Na Gltima
década, foi demonstrado que € possivel enviar antigenos diretamente para as células
dendriticas utilizando o anticorpo aDEC205 e na presenca de um estimulo de maturagdo, o
resultado ¢ a inducdo de uma resposta imunoldgica. Verificamos que o anticorpo aDEC
fusionado ao peptideo P10 induziu uma resposta por células produtoras de IFN-y apés uma
Unica dose em relacdo a administracdo de P10, mesmo tendo sido administrado em uma
concentracdo menor. Entretanto, essa resposta ndo se manteve ap6s segunda dose do
anticorpo. Apos desafio dos animais com P. brasiliensis, imunizados com duas doses do
anticorpo quimérico, detectamos niveis de IFN-y e IL-4 no tecido pulmonar estatisticamente
maiores no grupo aDEC/P10 e ISO/P10 em relagdo a administragdo de P10, todos em
presenca de Poly I:C. Em ensaios de terapia, verificamos no pulméo de camundongos tratados
com o0 anticorpo quimérico, principal 6rgdo envolvido em modelo animal de PCM, baixa
concentracdo de IFN-y e IL-10 em relacdo aos controles. Em adicdo, ficou evidente que nos
animais tratados com o anticorpo aDEC/P10 o tecido pulmonar estd compativel com o tecido
de animais néo infectados, enquanto que na auséncia de tratamento adequado encontramos
aglomerados de leveduras e um tecido com aumento no infiltrado celular. Esses achados
indicam uma boa evolugdo clinica em animais tratados e indicam que o direcionamento do
P10 através do anticorpo quimérico aDEC/P10, na presenca de Poly I:C, & uma estratégia
promissora para terapia contra P. brasiliensis.

Palavras- Chaves: Paracoccidioidomicose, células dendriticas, DEC-205, vacinacdo, terapia.



ABSTRACT

Santos, S.S. Targeting antigens to dendritic cells in vivo: a new strategy for vaccine
development in Paracoccidioidomycosis. Tese de doutorado. Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, universidade de Sdo Paulo, S&o Paulo, 2014.

Paracoccidioidomycosis (PCM) is the most common systemic mycosis in Brazil. In the last
decade, it was demonstrated that antigens can be directly target to the dendritic cells using the
antibody aDEC205 in the presence of a maturation stimulus, resulting in the induction of a
strong immune response. We found that aDEC205 antibody fused to peptide P10 induced
great response by IFN-y producing cells after a single dose in relation to the administration of
P10, although it has been administered in a lower concentration. However, this response was
not maintained after second dose of antibody. Animals challenge with P. brasiliensis, after
immunization with two doses of the chimeric antibody, produced high levels IFN-y and 1L-4
in lung tissue significantly higher in aDEC/P10 group in relation to the administration of P10,
all in the presence of Poly I:C. In therapy assays, we found in the lungs of mice treated with
the chimeric antibody, the main organ involved in an animal model of PCM, low
concentration of IFN-y and IL-10 compared to controls. In addition, it became evident that
animals treated with aDEC/P10 antibody have a lung tissue much closer to that of non-
infected tissue, while in the absence of suitable treatment we find clusters of yeasts and tissue
filled with cellular infiltrates. Altogether, these findings show a clinical improvement in
treated animals and indicate that targeting of P10 through the chimeric antibody aDEC/P10 in
the presence of Poly I:C, is a promising strategy for therapy against P. brasiliensis.

Keywords: Paracoccidioidomycosis; dendritic cells; DEC-205; vaccination; therapy.
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A Paracoccidioidomicose.

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose profunda de natureza granulomatosa,
que compromete preferencialmente o tecido pulmonar, o sistema linfatico, o tecido
mucocutaneo e, por contiguidade, qualquer outro 6rgao. A PCM foi descrita pela primeira vez
em 1908 por Lutz, em pacientes apresentando granulomas ganglionares e com lesfes na
mucosa oral. Posteriormente, Splendore (1912) documentou quatro novos casos de PCM e em
seu trabalho isolou o agente etiologico em cultura e classificou-o como Zymonema
brasiliensis. Numerosas tentativas para classificar e nomear esse microrganismo seguiram-se
até que Almeida (1930) criou o novo género Paracoccidioides e o fungo foi classificado
como Paracoccidioides brasiliensis.

Os fungos do género Paracoccidioides foram classificados em 1998 pela distribuicao
geografica (CALGANO et al., 1998). Um estudo publicado em 2006, dividiu P. brasiliensis
em trés subtipos distintos: S1 (espécie 1; 38 isolados do Brasil, Argentina, Paraguai, Peru e
Venezuela), PS2 (espécies filogenéticas 2, com seis isolados do Brasil e Venezuela) e PS3
(espécie filogenética 3, com 21 isolados da Colémbia) (MATUTE et al., 2006). No entanto,
algumas pesquisas demonstraram a existéncia de isolados atipicos que ndo se encaixavam em
nenhum dos grupos propostos, tendo ampla variabilidade genética, o que sugeria a possivel
existéncia de uma outra espécie. Em 2009, Teixeira et al., utilizando o método de
reconhecimento de espécies filogenéticas pela concordancia genealdgica (GCPSR) analisou
isolados de P. brasiliensis e prop6s o agrupamento dos isolados atipicos (Pb-01 like) como a
nova espécie Paracoccidioides lutzii. No entando, a maioria dos estudos até o momento
utilizaram isolados e cepas de P. brasiliensis, entre elas a cepa virulenta Pb18, queé
amplamente conhecida.

O Paracoccidioides sp € um fungo dimérfico térmico, que cresce na forma miceliar a
temperatura ambiente de 25 °C a 27 °C, com col6nias de aspecto cotonoso, de crescimento
lento e, microscopicamente, apresenta hifas hialinas delgadas septadas (Figura 1A). Na forma
de levedura, a 35 °C - 37 °C, o fungo cresce como col6nia cerebriforme, que ao exame
microscopico pode apresentar formas arredondadas ou ovaladas, de dupla parede refringente,
multibrotantes, com aspecto morfolégico caracteristico de roda de leme e com diametro
variavel de 1-30 um (LACAZ et al., 1991) (Figura 1B).
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Figura 1. Aspecto microscopico de P. brasiliensis. A) P. brasiliensis na forma miceliana, cultivado a 37 °C. B)
P. brasiliensis, na forma levedura, caracteristica com brotamentos multiplos em forma de roda de leme. KOH -
400X. Banco de imagens do laboratério de Micologia Médica - LEPAC —UEM.

Preparacdes da parede celular de isolados de P. brasiliensis na forma de leveduras
apresentaram 81% de carboidratos (38% hexoses, 43% amino-acUcares), 10% aminoacidos e
11% de lipidios, enquanto os mesmos, na forma miceliana apresentaram 51% de carboidratos
(38% hexoses, 13% amino-agUcares), 33% aminoacidos e 8% de lipidios (KENETSUDA et
al., 1972). Trata-se de uma célula eucaridtica, com uma membrana celular composta de
quitina, que € mais abundante quando o fungo se encontra na forma de levedura. O habitat
natural de P. brasiliensis ainda é desconhecido existindo estudos que relatam o isolamento do
fungo a partir de amostras de solo (SILVA-VERGARA, 1998), sugerindo que este é o mais
provavel nicho ecoldgico deste fungo.

Segundo San-Blas et al. (2002), a posicdo sistematica do P. brasiliensis é:

Reino Fungi

Filo ou Diviséo Ascomycota

Subdiviséo Euascomycotina

Classe Plectomyceto

Subclasse Euascomycetidae

Ordem Onygenales

Familia Onygenaceae

Subfamilia Onygenaceae Anamorficos
Género Paracoccidioides

Espécie Paracoccidioides brasiliensis
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Geograficamente, a PCM esta restrita a paises da América Latina como Brasil,
Argentina, Venezuela e Colombia (FRANCO et al., 1987), sendo a micose sisttmica mais
comum no Brasil, tendo maior incidéncia em regifes de vegetacdo abundante como em
florestas tropicais. A distribuicdo geogréafica esta ilustrada na figura 2. Estima-se que haja em
torno de 10 milhGes de pessoas infectadas, das quais 2% irdo desenvolver a doenca.
Entretanto, em areas com grande endemicidade, como o Brasil, a incidéncia anual é de 3
casos para cada 100 mil habitantes, com uma taxa de letalidade entre 2 e 23% (FELIPE et al.,
2005). No Brasil, a doenca é mais frequente nos estados de S&o Paulo, Parana, Rio Grande do
Sul, Goiés e Rio de Janeiro (FRANCO et al., 1989; ALMEIDA et al., 2003). Casos relatados
fora das areas endémicas s3o denominados como “doenga de importa¢ao”, devido ao fato dos
pacientes terem residido nestas areas em época anterior a manifestacdo da doenca, ja que a
mesma pode possuir periodo de laténcia de 4 a 60 anos (em média 14 anos) (RESTREPO,
1985).

O BaIxa
E MODERADA
B ura

35

Figura 2. Distribuicdo geogréfica da paracoccidioidomicose. Consenso em paracoccidioidomicose. Shikanai-
Yasuda et al. 2006.

Coutinho et al. (2002), publicaram um estudo sobre 3181 6bitos por PCM no Brasil
entre 1980 e 1985. A taxa média de mortalidade foi de 1,45 casos por milhdo de habitantes. A
doenca prevaleceu como endemia nas areas rurais e a taxa de mortalidade predominou em
individuos do sexo masculino, atingindo 84,75% dos oObitos. Blotta et al. (1999), estudaram
584 pacientes com idade entre 5 e 87 anos no estado de S&o Paulo, e observou que os maiores
indices da PCM ocorreram em homens com idade entre 41 e 50 anos, sendo que 46% destes
trabalhavam em zona rural. Como a PCM nédo é de notificagdo compulsoria, é dificil

determinar com precisdo o numero de pessoas afetadas por essa doencga. Prado et al. (2009),



24

mapearam a distribuicdo espacial de mortes, sexo, idade e outros fatores associados com a
mortalidade por micoses sistémicas no Brasil entre os anos de 1996 e 2006. Nesse periodo as
mortes por micoses sistémicas atingiram 3.583 pessoas, sendo aproximadamente 51,2%
causadas pela PCM, doenca que foi a mais importante causa de morte entre as micoses
sistémicas. Nos primeiros anos do estudo o numero anual de mortes foi de 171 individuos, ja
no ultimo ano do estudo esse numero diminuiu para 148 mortes/ano. Assim como 0
encontrado por Blotta et al. (1999), o maior nimero de casos foi na regido sudeste,
principalmente no estado de S&o Paulo, seguido pela regido sul, principalmente no Parana. O
maior numero de mortes ocorreu em pacientes com 30 anos de idade ou mais e do sexo
masculino.

A incidéncia da doenca antes dos 12 anos de idade (pré-puberdade) é similar entre 0s
sexos. Apos essa idade, a incidéncia aumenta muito nos homens: 80 a 90% dos individuos
infectados sdo homens entre 30 e 60 anos, predominantemente trabalhadores rurais, em areas
geogréficas onde o fungo esta presente na proporcdo de 13 homens para uma mulher em areas
endémicas (LACAZ, 1994), e em estudos mais recentes uma taxa de 15:1 (RAMOS e SILVA,
2004). Estudos sugerem que nas mulheres os horménios femininos conferem uma protecéao
natural contra esta patologia. O tratamento de P. brasiliensis com altas concentracdes de
estrogénio bloqueia a transicdo da forma miceliana (forma infectante do fungo) para a
leveduriforme (forma parasitaria) (LOOSE et al., 1983; RESTREPO et al., 1984; SALAZAR
etal., 1988 e CLEMONS et al., 1989).

Pinzan et al. (2010) estudaram um modelo animal de castracdo para determinar a
importancia de hormdénios masculinos e femininos no desenvolvimento e progressdo da
paracoccidioidomicose. Ap6s 30 dias de infeccdo intraperitoneal, as células de baco dos
machos castrados, que foram tratados com estradiol, responderam ao estimulo com
paracoccina com maior producdo de interferon-gama (IFN-y) e menor de interleucina-10 (IL-
10), produzindo um padréo de citocinas semelhante as fémeas intactas, nas mesmas condicdes
experimentais. Ainda nas mesmas condigdes, fémeas castradas e tratadas com testosterona
tiveram aumento na producdo de IL-10 e diminuicdo de IFN-y, sendo este um padréo de
citocinas liberadas por células de machos intactos. Além disso, em inquéritos
epidemioldgicos, o teste intradérmico para PCM é positivo para ambos os sexos, mostrando
que ndo ha diferenca na taxa de exposicdo ao fungo (DE ALMEIDA, 2005). Esses dados
confirmam o papel importante dos hormonios em determinar a susceptibilidade e resisténcia

ao P. brasiliensis.
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No homem, varias portas de entrada tém sido sugeridas para o P. brasiliensis,
incluindo pele, mucosas, trato gastrointestinal e pulmdes. No entanto, dados experimentais e
clinicos suportam a via inalatéria como a principal via de entrada deste fungo (McEWEN,
1987), entretanto, casos de inoculacdo direta do fungo na pele ou mucosas tém sido
reportados. Acredita-se que o fungo penetre pelas vias aéreas superiores, pela inalacdo de
conidios, provocando um complexo primério pulmonar. Estas lesdes podem regredir, com
destruicdo do fungo, ou progredir, disseminando pela via linfatica ou hematogénica para
outros 6rgaos (RESTREPO; MONCADA, 1972).

Uma vez que o sistema imune entra em contato com o fungo, varios fatores podem ser
coadjuvantes no mecanismo de manifestacdo da PCM sendo, dentre eles: caréncia alimentar
proteica, susceptibilidade genética ao fungo, fadiga, alcoolismo, tabagismo, doencas de base
concomitantes, clima, etc. (RESTREPO; MONCADA, 1972). A progressao da infec¢do para
doenca depende do tamanho do in6culo, caracteristicas de patogenicidade e viruléncia do
fungo, bem como da qualidade e integridade do sistema imunoldgico do hospedeiro e,
possivelmente, fatores genéticos (BRUMMER et al., 1993).

A PCM manifesta-se, como outras micoses profundas, sob a forma de infec¢do ou
doenca. A PCM-infec¢do caracteriza-se pela auséncia de sintomas clinicos, embora ocorra o
desenvolvimento de uma resposta imune especifica, evidenciada pelo teste intradérmico com
paracoccidioidina (LACAZ et al., 1959). As manifestacOes clinicas que caracterizam a PCM-
doenca apresentam sinais e sintomas agrupados em dois padrdes principais: forma aguda ou
subaguda e forma crénica (FRANCO et al.,1987). A forma aguda ou subaguda (tipo juvenil) é
habitualmente grave, de evolucdo rapida e afeta predominantemente jovens de ambos 0s sexos
e compromete preferencialmente o sistema fagocitico mononuclear (bago, figado, linfonodos,
medula déssea) (GIRALDO et al., 1976). A resposta imune celular estd usualmente deprimida,
embora ocorra aumento da producdo de anticorpos especificos (FRANCO, 1986).
Hepatoesplenomegalia, alargamento do mediastino, massas intra-abdominais, ascites, lesdes
osteoarticulares e ictericia podem ocorrer (MARQUES, 2003). A mucosa raramente esta
envolvida e as lesGes pulmonares ocorrem em menos de 5% dos casos, ja& 0 comprometimento
cutdneo é comum, ocorrendo em 54% dos individuos. (MARQUES, 1998). A manifestacdo
clinica mais comum envolve adenomegalia cervical ou submandibular, acompanhada de
febre, perda de peso e adinamia. A letalidade nesse grupo é em torno de 11%, refletindo a
severidade dessa forma da doenca (MARQUES, 1998) (Figuras 3 e 4).
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Figura 3. Criancas apresentando a forma aguda da paracoccidioidomicose. A- Notar abscessos em regides
frontal e clavicular, resultantes do acometimento osteo-articular. B — Crianga do sexo feminino apresentando
importante acometimento linfatico abscedado. C - Linfoadenomegalia inguinal. D- Acometimento linfatico-
abdominal com ascite e hepato-esplenomegalia. Consenso em paracoccidioidomicose. Shikanai-Yasuda et al.
2006.

Figura 4. Jovens com a forma aguda/subaguda (tipo juvenil) da paracoccidioidomicose. A - Massas
ganglionares em regido supraclavicular, cervical e submandibular. B - A linfoadenomegalia da
paracoccidioidomicose deve ser diferenciada de doengas hematoldgicas, como linfoma. C — Lesdes ulceradas em
face e pavilhdo auricular, de aspecto verruciforme resultante de disseminacdo hematogénica. D - Lesdes de
aspecto papulo-nodular e ulceradas, todas resultantes de disseminacdo hematogénica. Consenso em
paracoccidioidomicose. Shikanai-Yasuda et al. 2006.

A forma cronica é a mais frequentemente encontrada (cerca de 90% dos casos), tem
duracédo prolongada e instalacdo lenta e gradual. As lesdes permanecem localizadas (forma
unifocal) ou envolvem mais de um 6rgado ou sistema (forma multifocal). Na forma unifocal,
um Unico 6rgdo ou sistema é afetado, a resposta imune humoral é moderada e a resposta
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celular é preservada (FRANCO, 1986). Na forma multifocal, varios 6rgaos ou sistemas estéo
comprometidos, com variavel depressdo da imunidade celular e humoral (RIVITTI; AOKI,
1999). Embora a inoculacao direta do fungo na cavidade oral possa ocorrer, a contaminagao
da mucosa oral € mais frequente devido a eliminacdo de secrecdes pulmonares, acometendo
principalmente o labio inferior, a mucosa bucal, palato, lingua e a regido sub-lingual. As
lesBes mais caracteristicas foram chamadas de estomatites muriformes e compreendem
Ulceras eritematosas com bases granulomatosas e pontos hemorragicos. As lesdes podem se
estender pela faringe, laringe e tonsilas. O envolvimento da laringe pode produzir disfagia e
destruicdo das cordas vocais. Lesfes na traqueia podem levar a obstrucdo do trato respiratério.
As lesbes cutaneas presentes, geralmente na forma de Ulceras e sem infeccdo secundarias,
estdo localizadas na face, membros superiores e inferiores e tronco, e geralmente reproduzem
a granulacdo e os pontos hemorragicos das lesdes de mucosa (Figura 5). As lesdes nos
linfonodos tendem a supurar, formando fistulas na pele que drenam material purulento rico
em leveduras.

A disseminacdo hematogénica usualmente decorre das lesdes pulmonares, e nessa
forma disseminada € comum o comprometimento de linfonodos, que aumentam de tamanho, e
visceral, com envolvimento dos pulmdes, figado, baco, trato gastrointestinal e génito-urinario,
e 0ssos (RIVITTI; AOKI, 1999). A doenca de Addison, com astenia, hipotensdo e
hiperpigmentagdo, pode estar presente em 3% dos casos, evidenciando 0 acometimento
adrenal, que é documentado em 40 a 50% dos individuos submetidos a necropsia
(SHIKANAI-YASUDA et al., 2006). O envolvimento intestinal resulta em dores abdominais,
nausea, constipacdo ou diarreia, acompanhada de febre e anorexia. Em casos mais graves,
pode haver oclusdo parcial ou total acarretada pelo grande aumento dos linfonodos, levando a
enterocolites ou retocolites devido a mdaltiplas ulceracbes na mucosa intestinal e ictericia
causadas pela obstrugédo do trato biliar, e apendicite secundaria aguda também j& foi reportada
(RIVITTI;  AOKI, 1999). O envolvimento do Sistema Nervoso Central
(Neuroparacoccidioidomicose) pode ocorrer como meningites, meningoencefalites e sintomas
de pseudotumor cerebral e acometem 9,65 a 25,45% dos pacientes que possuem a forma
disseminada. As alteracdes clinicas nesses casos ndo sdo especificas e vdo depender da
localizagdo das lesdes, sendo as mais frequentes convulsdes, hemiparesia, manifestacdes
cerebelares, enxaqueca e hidrocefalia. Muitos desses casos sdo diagnosticados inicialmente

como tumores, e ocorrem na razéo de 23 homens para cada mulher acometida.
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Figura 5. Aspectos clinicos da forma crénica da paracoccidioidomicose. A - Lesdes cutdneas em face
resultantes de disseminacdo hematogénica. LesBes papulosas e Ulcero-crostosas. B - Acometimento peri-oral
ementoniano. C - Linfonodos cervicais e submandibulares fistulizados. D - Lesdo vegetante com bordos
irregulares em regido peri-anal. Consenso em paracoccidioidomicose. Shikanai-Yasuda et al. 2006.

Embora mais rara, a pele pode também ser um local de inoculacdo, decorrente de
traumas com vegetais ou materiais do solo. As lesbes se apresentam como péapulas,
tubérculos, e Ulceras, com caracteristicos pontos hemorragicos (RAMOS e SILVA, 2004). A
penetracdo do fungo também pode ocorrer pela ingestdo, ocasionando lesdes na mucosa
orofaringea e intestinal (RIVITTI; AOKI, 1999).

As sequelas na PCM sdo decorrentes do processo inflamatorio crénico, que nos
estagios mais avancados da resposta inflamatdria leva a um aumento de citocinas, com
acumulo de colageno e formacao de fibrose, que leva a alteragdes anatdmicas e funcionais dos
orgdos afetados. A fibrose pulmonar é relatada em 50% dos individuos que apresentam a
doenca cronica, seguida de doenca pulmonar obstrutiva cronica e suas complicacfes. Além
das sequelas pulmonares, a fibrose também € observada em pele e mucosas, levando a
alteracdes na voz (disfonia), obstrucéo da laringe, reducdo da comissura oral, e sinéquia das
nadegas (SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).

O diagnostico da PCM ¢ realizado através de métodos diretos e indiretos (diagndstico
soroldgico). Os métodos diretos incluem exames microscopicos de espécimes biologicos do
paciente (pus, escarro, biopsia), cultivo em meio de cultura proprio para isolamento do agente
e inoculagdo em animais de experimentagdo. Multiplas gemulagdes com aspecto de “roda de
leme” ¢é patognomonico de P. brasiliensis. Quando séo atingidos 6rgéos internos, os testes
sorologicos tém especial valor e além de auxiliar no diagnostico, tem aplicacGes durante e

apos o tratamento. Os métodos de imunodifusao, Elisa (Enzyme-linked immunosorbent assay)
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e imunoblotting estdo disponiveis em muitos servicos de referéncia sendo o mais utilizado a
imunodifuséo em gel de agar.

O P. brasiliensis sintetiza numerosas substancias (polissacarideos, proteinas,
polipeptideos, lipideos e glicoproteinas) que reunem condicdes fisico-quimicas e biologicas
para atuarem como antigenos. Kenetsuda et al. (1972), indicaram que a parede celular de P.
brasiliensis é constituida por polissacarideos, particularmente o e p-1,3 glucana. A o-1,3-
glucana é exclusiva na fase de levedura e a B-1,3-glucana estd presente na fase de bolor.
Somada a estas diferencas bioquimicas encontra-se também a galactomanana, um componente
imunogeénico presente em maior propor¢do na fase de bolor, enquanto na fase de levedura séo
mais encontrados glucosaminas e glicoproteinas. Em 1977, YARZABAL et al. verificaram
que os antigenos liberados no sobrenadante de culturas de P. brasiliensis formavam uma
banda especifica para soros de pacientes com PCM em teste de imunoeletroforese. Esta
banda, denominada banda E, mostrou-se de importancia diagnostica pela especificidade e
frequéncia com que ocorre em soros de pacientes com PCM. Verificou-se, posteriormente,
que a banda E era composta por 2 componentes, E1 e E2. O antigeno E1, com atividade de
fosfatase alcalina era revelado de forma variavel, enquanto que o antigeno E2 podia ser visto
na imunoeletroforese como sendo especifico da PCM. A utilizacdo do antigeno E2, em
imunodifusdo, permitiu identificar reacfes especificas com soros de pacientes com PCM. Em
1986, Puccia et al. investigaram a natureza do antigeno E2 e utilizando filtrados de cultura e
cromatografia em coluna de gel filtracdo, obtiveram trés fracdes (F1, F2 e F3), sendo que
apenas a fracdo F1 mostrou-se imunorreativa em imunodifusdo. Esta fracdo apresentou
afinidade para a concanavalina A e, quando eluida desta lectina, imobilizada em coluna de
Sepharose e analisada em SDS-PAGE, revelou componentes de 43, 55 e 70 kDa, e um
componente de alto peso molecular com migracao difusa.

Estudos de imunoprecipitagcdo com soros de pacientes com PCM (PUCCIA et al.,
1991) demonstraram que apenas a glicoproteina com 43 kDa (gp43) era imunorreativa em
100% dos soros de PCM e ndo reagia com soros normais. Posteriormente, verificou-se que a
gp43 era o principal componente antigénico presente nas fragdes anteriormente descritas por
Restrepo e Moncada (1974) e Yarzabal et al. (1977). Desde entdo, este componente
antigénico do fungo, considerado um marcador sorolégico da PCM, vem sendo utilizado no
sentido de aumentar a especificidade e sensibilidade dos testes soroldgicos (CAMARGO et
al., 1994). Titulos de anticorpos anti-gp43 sdo utilizados como pardmetro para avaliar a
terapéutica e determinar o progndstico da doenga, e 0 aumento dos niveis de anticorpos esta
correlacionado a gravidade da doenca (BIAGIONI et al., 1984). Vicentini et al. (1994),
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estudando a relagcdo de componentes da matriz extracelular com P. brasiliensis, demonstraram
que a laminina liga-se de forma especifica a células leveduriformes do fungo, aumentando in
vitro a adesdo fangica a monocamada de células epiteliais de rim de cdo (MDCK) de forma
dose-dependente. Foi demonstrado também, que a gp43, presente na superficie do fungo, era
o principal ligante de laminina de forma especifica e saturavel.

A gp43 reside parcialmente na parede celular (STRAUS et al., 1996) e é apontada
como um fator de viruléncia do fungo por possuir propriedades adesivas a matriz extracelular
(VICENTINI et al., 1994), além de atividades proteoliticas (capaz de hidrolisar caseina,
colageno e elastina). Estudos realizados por André et al., (2004) mostraram que em
camundongos infectados com leveduras de P. brasiliensis tratadas com laminina, houve
diminuicdo da carga fungica do pulméo, bem como a diminuicdo da resposta inflamatéria no
tecido pulmonar. Mendes-Gianini et al. (2006) mostraram que além do P. brasiliensis ter
capacidade de aderir e invadir células epiteliais, os componentes da matriz extracelular
(laminina e fibronectina), devem mediar a adesdo de gp43 em VERO (Kidney epithelial cells
from African Green Monkey). Também foi demonstrado que a gp43 inibe a fagocitose do
fungo através de ndo-ativacdo dos macrofagos peritoneais de camundongos in vitro, sugerindo
que essa molécula também estaria envolvida na inibicdo da ativacdo e na habilidade dessas
células em matar o fungo. Baseando-se nessas informac@es acredita-se que a gp43 medeie um
mecanismo de escape do fungo, o que facilita o estabelecimento e o destino de infeccéo
primaria em hospedeiro suscetivel (FLAVIA POPI et al., 2002). Mais recentemente, também
foi caracterizada a proteina de 30 kDa, que também participa da adesdo do fungo se ligando a
laminina. Essa proteina € encontrada em maior quantidade em isolados de P. brasiliensis que
possuem maior capacidade de adesédo, e foi verificado em ensaios com monocamada de
células epiteliais, que o pré-tratamento com essas duas proteinas, inibiram intensamente a
adesdo do fungo as células (ANDREOTTI et al., 2005).

O tratamento da PCM inclui o uso de drogas antifungicas, suporte nutricional,
tratamento de eventuais sequelas e comorbidades e a prevencdo de doencas oportunistas. Para
o tratamento da PCM é necessaria quimioterapia antifungica que embora prolongada, nédo
assegura destruicdo completa do fungo. O periodo de tratamento depende da droga usada e
severidade da doenca. Além da terapéutica antifingica especifica, o paciente com PCM
necessita de medidas gerais que melhorem o estado de desnutricdo proteico-calorica e a
imunodepressao celular geralmente associada a infec¢do pelo P. brasiliensis. Estes achados
sdo frequentemente agravados pela concomitancia do tabagismo, etilismo, insuficiéncia

adrenal e outras infec¢bes associadas, caracteristicas essas comumente observadas entre 0s
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pacientes. Deste modo, o repouso, a dieta hiperproteica e hipercalrica, associada a
suplementacédo vitaminica sdo fatores importantes para a obtencéo dos critérios de cura, assim
como a restricdo do alcool, do tabaco e a terapéutica da doenca de Addison e de infeccdes
associadas como enteroparasitoses e co-infecgdes bacterianas respiratorias (Boletim
Epidemioldgico Secretaria de Estado da Satde 2001).

Muitas classes de drogas antimicéticas tém sido usadas no tratamento da PCM,
incluindo sulfonamidas (sulfadoxina, sulfametoxypiridazina, cotrimazina e sulfametoxazol-
trimetoprim), anfotericina B, azdis (cetoconazol, itraconazol e fluconazol) e terbinafina. As
sulfonamidas séo a primeira classe de drogas disponiveis para o tratamento de pacientes com
PCM. Apesar do fato de derivados de sulfonamidas terem sido usados com sucesso nessa
doencga, a grande experiéncia documentada na literatura médica refere-se a sulfadiazina e a
combinacédo de trimetroprim e sulfametoxazol. Embora a resposta clinica geral inicial para o
tratamento seja satisfatoria, longos periodos podem ser necessarios (geralmente mais de 2
anos), o que leva a uma preocupacao crescente quanto a toxicidade das drogas, os custos de
tratamento e altas taxas de abandono do tratamento. A maioria dos centros médicos sugerem
gue a combinacdo trimetroprim e sulfametoxazol deve ser utilizada como primeira escolha
terapéutica devido a sua eficacia clinica, baixo custo, seguranca e boa penetracdo no sistema
nervoso central. O tratamento antifingico geralmente dura anos, até que haja uma resposta
clinica e resolucdo completa ou calcificacdo das lesGes parenquimatosas documentadas por
imagens radioldgicas (ELLIAS et al., 2005; ALMEIDA et al., 2004).

A introducdo de azOis para a préatica clinica representou um avan¢o importante em
micologia médica. Miconazol, os primeiros derivados az6licos disponiveis para administracdo
parenteral eram usados para tratar pacientes com PCM e apresentaram bons resultados
clinicos. No entanto, este farmaco foi posteriormente excluido devido ao seu espectro
antifungico limitado, perfil inseguro e falta de formulacdo oral (ALMEIDA et al., 2004,
MAERTENS, 2004). Cetoconazol mostrou ser uma alternativa no tratamento de pacientes
com PCM, mas podem ocorrer recidivas. Tratamentos por periodos de 6-18 meses tém sido
utilizados por diferentes autores, mas € necessaria cautela devido a eventos adversos,
incluindo a toxicidade hepéatica e bloqueio da sintese de testosterona e de cortisol
(MAERTENS, 2004; DEL NEGRO et al., 1982).

A anfotericina B foi utilizada pela primeira vez no tratamento da PCM em 1958, com
grande sensibilidade do fungo. Ao lado de sua comprovada eficacia, € uma droga toxica que
requer longo periodo de hospitalizacdo para sua administracdo (CAMPOS et al., 1984). Essa

droga é muito eficaz contra o P. brasiliensis, mas a longo prazo ainda é necessaria terapia
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supressiva com derivados de sulfa para evitar recaidas. Levando em consideracdo toda a
toxicidade relacionada ao tratamento com anfotericina B, a sua indicagdo terapéutica foi
limitada a pacientes com deterioracdes clinicas graves ou refratarios ao tratamento com sulfa
e derivados de azois (DILLON et al., 1986; NEGRONI et al., 1977).

A palavra "cura" tem dificil aplicacdo nos pacientes portadores de PCM pela
dificuldade de erradicagdo do P. brasiliensis. As diferentes modalidades terapéuticas
diminuem a quantidade de fungos no organismo, permitindo a recuperacdo da imunidade
celular e restabelecendo o equilibrio entre parasita e hospedeiro. Por esse motivo, apos a
interrupcdo do tratamento, uma vez obtidos os critérios de cura, os pacientes devem ser
acompanhados ambulatorialmente com exame clinico e soroldgico. A positivagdo ou mudanga
nos padrdes desses exames podem preceder a recaida clinica, portanto frente a esta situacéo
justifica-se a reintroducdo da terapéutica antifingica.

Véarios mecanismos da imunidade inata, como ativacdo das proteinas do Sistema
Complemento e atividade microbicida das células natural killer (NK) e de fagdcitos,
constituem forma significativa no combate aos fungos patogénicos. O papel das células NK
foi estudado no sangue periférico de pacientes com a PCM e em hamster, como modelo
experimental. Estas células apresentam atividade citotoxica diminuida na PCM doenca,
sugerindo distarbio imunol6gico associado a depressdo da imunidade celular tanto em
pacientes quanto no modelo experimental (PERACOLI et al., 1995). Polimorfonucleares
(PMNs) estdo presentes em grande quantidade nos tecidos parasitados e apresentam
importante papel na atividade fungicida contra o P. brasiliensis. Eles utilizam mecanismos
dependentes dos metabdlitos de oxigénio como Perdxido de Hidrogénio (H.O2) e énio
superoxido, quando estas células sdo estimuladas com IFN-y, fator de necrose tumoral- alfa
(TNF-a), fator estimulador de col6nias de granulécitos e macrofagos GM-CSF e IL-15
(RODRIGUES et al., 2007; TAVIAN et al., 2008). Estas células tém papel essencial nos
estagios iniciais da infeccdo, conferindo resisténcia ao hospedeiro e contribuindo para o
desenvolvimento da resposta imune efetiva contra o fungo. As mesmas ainda produzem
grandes quantidades de prostaglandinas E2 e leucotrienos, perpetuando o edema e 0 processo
inflamatdrio, porém, minimizando a capacidade de dano celular causado pelos mondcitos. No
entanto, quando desafiados com o fungo in vitro, os PMNs produzem altos niveis de IL-8,
desencadeando processo anti-apoptotico de neutrofilos, favorecendo a multiplicacdo e
sobrevivéncia do fungo no interior da célula fagocitaria (ACORCI et al., 2009).

A interacgdo inicial entre as células do sistema imune e os microrganismos é mediada

por muitos tipos de receptores, que reconhecem padrdes moleculares de patdgenos,
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denominados de receptores de reconhecimento de padres (PRR). Os receptores do tipo Toll
(TLRs) constituem uma familia de moléculas que reconhecem uma ampla variedade
microbiana e seus produtos, os chamados padrdes moleculares associados ao patogeno
(PAMPs). Os TLRs sdo expressos em diversas células do sistema imune inato, como 0s
PMNSs, macrofagos, células dendriticas e linfocitos. Sua ativacdo desencadeia uma cascata de
sinalizacdo que resulta numa resposta inflamatoria através da producdo de citocinas, e
aumento na regulacdo de moléculas co-estimuladoras levando a iniciacdo da resposta imune
adaptativa antigeno especifica. Por outro lado, ja foi mostrado em modelos experimentais que
leveduras do fungo conseguem penetrar em macréfagos do hospedeiro por um processo
mediado por TLR, especificamente os TLR2 e TLR4. A interagdo entre os receptores e 0
fungo é considerada por Calich et al. (2008) um mecanismo de escape desenvolvido pelo
mesmo. Entretanto, outro trabalho desenvolvido pelo mesmo grupo, usando camundongos
C57BL/6 e deficientes para TLR2, mostrou que tanto in vitro como in vivo, a presen¢a do
TLR2 leva ao desenvolvimento de uma doenca mais grave, sendo usado pelo fungo para
aumentar a secre¢do de 6xido nitrico (NO) e citocinas pelos macrofagos. Este mesmo trabalho
porém, ndo verificou nenhuma diferenca na sobrevivéncia dos animais, e ambos 0s grupos
mostraram o mesmo padrdo de lesdo pulmonar. Foi verificado que o controle do fungo nos
animais deficientes estava relacionado a ativacdo de uma resposta do tipo Thl7 e uma
inflamacgdo pulmonar exacerbada, contendo altos niUmeros de PMNSs e diminuida presenca de
células T regulatérias (Tregs). Dessa forma, a expressdo de TLR2 tem um efeito benéfico na
infeccdo fungica pulmonar devido ao seu controle negativo na imunidade por Th17 e danos ao
tecido (LOURES et al., 2009).

O desenvolvimento predominante de uma subpopulacdo de células T durante uma
infeccdo é extremamente importante, pois certos patdgenos sdo mais efetivamente controlados
por uma resposta do tipo celular (Thl) e outros, por uma resposta do tipo humoral (Th2)
(SHER; COFFMAN, 1992). Em algumas doencas cronicas, a resposta celular de células T
CD4" inapropriada pode exacerbar a doenca, levando a uma inabilidade do hospedeiro para
erradicar o microrganismo. Calich et al. (1985), infectando diferentes linhagens de
camundongos isogénicos via intraperitoneal com células leveduriformes de P. brasiliensis,
definiram um modelo experimental no qual obtiveram camundongos altamente resistentes
(A/Sn), intermediarios (BALB/c, C57BL/10 e C3He/Fe) e suscetiveis a doenga (B10.A,
B10.D2/0Sn e B10.D2/nSn). A resposta imune a antigenos do fungo foi estudada neste
modelo experimental e os resultados mostraram que 0s animais resistentes apresentavam

imunidade celular aparentemente normal, ou seja, com presenca de macréfagos ativados
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durante todo o processo infeccioso e com poucas lesdes teciduais. Por outro lado, os animais
suscetiveis mostraram depressdo da resposta celular, altos niveis de anticorpos anti-P.
brasiliensis e comprometimento de varios orgdos (CALICH et al., 1988). Nesse modelo
experimental de PCM, a resisténcia a infeccdo em camundongos A/Sn foi relacionada com a
producdo de niveis elevados de IFN-y no decorrer da infeccdo, padrdo este compativel com
uma resposta do tipo Thl. A suscetibilidade de camundongos B10.A esta relacionada com
baixa producdo de IL-2 e IFN-y no inicio da infec¢do, seguida de producéo elevada de IL-5,
IL-10 e TNF-a, padrdo caracteristico de uma resposta do tipo Th2 (CALICH; KASHINO,
1998).

A ativacdo de uma resposta imunoldgica € consequéncia de uma série de interagdes
envolvendo diferentes tipos celulares. Para que ocorra uma resposta mediada por linfécitos T,
€ necessario que estes interajam com células apresentadoras de antigeno (APCs), proliferem e
se diferenciem em células efetoras. As células dendriticas (DCs), macrdfagos e linfocitos B
sdo células apresentadoras de antigenos “profissionais” capazes de fazer o processamento do
antigeno e a apresentacdo de peptideos a linfocitos T (UNANUE; ALLEN, 1987). DCs de
camundongos resistentes a PCM, quando comparados com camundongos susceptiveis, sao
mais eficientes em induzir uma resposta do tipo Thl tanto in vitro como in vivo (ALMEIDA,
LOPES 2001, FERREIRA et al., 2003) e as DCs pulmonares de camundongos B10A,
infectados intratraquealmente com P. brasiliensis, sdo células produtoras de grandes
quantidades de IL-10, ao contrario de camundongos A/J, e a producdo dessa citocina foi
mediada pela ligacdo com os receptores do tipo dectina-1 e TLR-2 (FERREIRA et al., 2007).
Dessa forma, podemos dizer que a interagdo entre o P. brasiliensis e as DCs pode ser
considerasa um fator crucial na patogénese da PCM.

As células dendriticas e os receptores DEC-205.

As DCs foram descritas por Steinman e Cohn (1973) e desde entéo, tem interessado 0s
pesquisadores de todo o mundo por serem capazes de determinar a especificidade e natureza
da resposta imune (Th1/Th2). As DCs sdo células apresentadoras de antigenos capazes de
fazer a ligacdo entre a resposta imune inata e adaptativa, sendo as Unicas, entre as APCs, a
migrarem para os orgéos linfoides secundarios para apresentarem o antigeno aos linfocitos T
naive (WICK, 2003). As DCs estdo localizadas nos sitios de exposi¢do de antigenos, como a
mucosa e tecidos periféricos. Os precursores destas células originam-se na medula 6ssea e

constantemente migram para diversos tecidos, tais como pele (onde sdo denominadas de
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células de Langerhans), sistema gastrointestinal, respiratorio, sangue e linfa (revisado por
JACOBS et al., 2008).

As DCs podem ser subdivididas em diferentes subpopulacdes, que possuem como
caracteristica fenotipica comum a expressdo da molécula CD11c. As principais diferencas
fenotipicas entre as subpopulacBes de DCs sdo a expressdo diferencial dos marcadores
CD11b, CD8 e B220. As DCs que expressam B220 apresentam quantidades intermediarias da
molécula CD11c em sua superficie, e sdo denominadas “células dendriticas plasmocitoides”
(pDCs). As DCs caracterizadas pela alta expressdo de CDI11c sdao denominadas “células
dendriticas convencionais” (cDCs) e subdivididas em células CD8 positivas e CD8 negativas,
sendo que as ultimas expressam a molécula CD11b. H& ainda populacdes de DCs
caracterizadas pela expressdo de CD4 concomitante ou ndo, com a expressao de CD8. No
entanto, essa subpopulacdo é menos estudada. As diferentes subpopulacdes de DCs
apresentam, além das diferengas fenotipicas, algumas diferengas funcionais e em seu
desenvolvimento (SHORTMAN; LI1U, 2002; SHORTMAN; NAIK, 2007).

Além de poderem ser distinguidas quanto as subpopulacbes, as DCs podem ser
diferenciadas quanto ao seu estado de ativacdo. Na auséncia de sinais inflamatdrios ou
infeccdo, as DCs possuem um fenotipo caracterizado pela baixa expressdo de moléculas do
complexo de histocompatibilidade principal de classe Il (MHC Il) e das moléculas co-
estimuladoras como CD80, CD86, CD40 e possuem uma alta capacidade de capturar
antigenos. Quando neste estado de ativacdo, as DCs sdo pobres estimuladoras de respostas de
células T e sdo denominadas DCs imaturas. Quando sinais inflamatdrios estdo presentes ou as
DCs sédo expostas a componentes derivados de patdgenos, como lipopolissacarideo bacteriano
(LPS) ou RNA dupla fica, seu fenttipo sofre uma alteracdo significativa, um processo
denominado maturacdo, compreendendo mudancas funcionais e fenotipicas, com um aumento
na expressdao de MHC Il e moléculas co-estimuladoras (GUERMONPREZ et al., 2002). As
DCs sédo entdo ditas DCs maduras e tornam-se capazes de estimular respostas de células T
(GUERMONPREZ et al., 2002). Durante o processo de maturacdo a expressao do receptor de
quimiocina CCR6 diminui, ao passo que a expressao do receptor CCR7 aumenta. A expressao
de CCR7 se da em outras células além das DCs, como linfocitos T e B, as quimiocinas
CCL19 e CCL21 sao seus unicos ligantes e estdo presentes constitutivamente em células
epiteliais dos 6rgdos linfoides secundarios. Essa ligacdo guia a migracdo das DCs maduras
para linfonodos e sua fixacdo nas areas de células T (revisado por FOSTER et al., 2008).
Dessa forma, o processo de maturacdo das DCs integra-se ao processo de migragdo das
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mesmas em dire¢do as areas T dos linfonodos, fazendo com que a probabilidade do encontro
com um linfdcito T antigeno-especifico aumente.

Os receptores de superficie relatados como responsaveis pela ativacdo e maturacdo das
DCs sdo: TLRs, receptores de citocinas, receptores de TNF (TNF-R) e receptores para a
porcdo Fc (FANGER et al., 1996; ESPOSITO-FARESE et al., 1995 e GEISSMANN et al.,
2001). A identificagdo dos TLRs trouxe uma grande contribuicdo no estudo do
reconhecimento inato de microrganismos, entretanto, recentes evidéncias indicam que
receptores do tipo “ndo-toll” também exercem um importante papel nesses processos,
particularmente na imunidade antifingica. Um exemplo sdo os membros da familia dos
receptores de lectina do tipo C, como o Receptor de Manose (MR), DEC205, ICAM-3, DC-
SIGN, dectina-1, dectina-2 e as colectinas (WILLMENT; BROWN, 2007). O receptor
DEC205 pertence a familia das lectinas tipo C do tipo | que inclui o receptor conhecido como
MMR (macrophage mannose receptor) (JIANG et al., 1995; MAHNKE et al., 2000). Como o
MMR, o receptor DEC205 apresenta um dominio amino-terminal rico em cisteinas, um
dominio de fibronectina tipo Il e multiplos dominios de reconhecimento de carboidratos
(revisto por FIGDOR et al., 2002). Porém, a distribuicdo tecidual do DEC205 difere da
distribuicdo do MMR, o primeiro é altamente expresso pelas DCs presentes nas zonas de
células T dos tecidos linféides, particularmente nas DCs CD8" (DEN HAAN et al., 2000). J&
o receptor MMR é expresso por macrofagos teciduais (GUO et al., 2000; LINEHAN et al.,
1999).

Em véarios modelos de doencas infecciosas, DCs estdo sendo estudadas por sua
capacidade de servir como adjuvante e vacina mediando protecdo contra bactérias, virus,
parasitas ou patdgenos flangicos (MOLL; BERBERICH, 2001). Ahuja et al. (1999),
mostraram que DCs pulsadas com proteinas de Leishmania donovani e transferidas
adotivamente para camundongos BALB/c induziram uma resposta antigeno especifica do tipo
Th1. A transferéncia adotiva de DCs pulsadas com Candida e produtoras de IL-10 induziram
a ativacdo de células T CD4'CD25" em linfonodos mesentéricos, com diminuico da resposta
inflamatoria nos sitios de infec¢do e contribuiu para a ocorréncia de uma memoria imune
protetora contra o fungo. DCs transfectadas com RNA de Candida albicans e Aspergillus
fumigatus também induziram protecdo em modelo murino (BACCI et al., 2002; BOZZA et
al.,2003). DCs estdo envolvidas diretamente na relacdo entre patégeno e o sistema imune do
hospedeiro, levando na maioria das vezes a uma eficiente resposta imune no hospedeiro, com
ativacdo de linfdcitos T naive. No entanto, alguns patégenos tém a capacidade de afetar as

funcbes bioldgicas destas células através da inibicdo de suas moléculas de superficie, bem
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como da inibi¢do da sintese de citocinas importantes na ativacdo de linfocitos do tipo Thl,
como a IL-12. Van Tvelt et al. (2002) verificaram que Trypanosoma cruzi é capaz de inibir
moléculas de MHC e co-estimuladoras, em modelo murino, impedindo ativacdo eficiente das
DCs.

Na Ultima década, alguns pesquisadores, se empenharam em estudar o direcionamento
de antigenos a DCs, utilizando anticorpos monoclonais contra o receptor de DCs DEC-205
(a«DEC-205) fusionados a antigenos de interesse. Em 2001, Hawiger et al. mostraram a
importancia da administracdo do anticorpo juntamente com um estimulo de maturacdo para
DCs. O mesmo foi mostrado por Bonifaz et al. (2002) usando aDEC-OVA. Eles verificaram,
entretanto, que quando o anticorpo quimérico foi injetado na auséncia de um estimulo de
maturacdo, 0 mesmo induzia tolerancia periférica. Por outro lado, a administracdo combinada
do anticorpo quimérico fusionado ao antigeno com um estimulo para a maturagcdo para DCs
(como o anticorpo agonista anti-CD40) levou a ativacdo prolongada de células T CD4" e
CD8". Além disso, a imunidade induzida pelo direcionamento do antigeno as DCs foi de
longa duracdo e mais efetiva do que a administracdo de potentes adjuvantes como adjuvante
completo de Freund (CFA).

Boscardin et al. (2006) fusionaram a proteina circumsporozoita (CSP) de Plasmodium
yoelii, um agente causador de maléria murina, e verificaram que uma Unica dose do anticorpo
quimérico aDEC-CSP, juntamente com um estimulo de maturacdo para as DCs foi capaz de
induzir células T CD4+ e CD8' produtoras de IFN-y, em diferentes linhagens de camundongos
e apds a segunda dose, uma boa resposta imune humoral também foi verificada. A fusdo do
anticorpo aDEC205 com LcrV de Yersinia pestis levou a uma forte resposta antigeno-
especifica por linfécitos T CD4+ do tipo Thl, assim como uma resposta humoral, incluindo
altos titulos de anticorpos IgG2a (BALB/c) ou 1gG2c (C57BL/6), compativeis também com
padrdo Thl (DO et al., 2008).

Trumpfheller et al. (2006) utilizaram o anticorpo aDEC205 acoplado a proteina GAG
do virus HIV (human immunodeficiency virus), e demonstraram que uma unica dose do
anticorpo quimérico aDEC-GAG foi capaz de levar a inducdo de uma forte resposta imune
mediada principalmente por células T CD4- produtoras de IFN-y. Além disso, foi observado
protecdo nos animais imunizados com o anticorpo aDEC-GAG (na presenca de estimulo de
maturagdo) quando estes foram desafiados com um virus vaccinia transgénico expressando a
proteina GAG. Na tentativa de comparar o direcionamento a diferentes receptores, 0 grupo
construiu anticorpos quiméricos aDEC205, aMMR e aDC-SIGN fusionados a p24 e verificou
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que o primeiro levou a maior proliferacdo e producdo de IFN-y por células T CD3-CD8: entre
as células mononuleares de sangue periférico (PBMC) de pacientes.

Para estender o conceito de direcionamento de antigenos para terapéutica em
humanos, uma série de anticorpos monoclonais humanos (hDEC205) foram produzidos a
partir de camundongos transgénicos que tiveram o l6cus de Ig murina substituido por Ig
humana. Camundongos expressando o receptor hDEC205 também foram gerados para
estudos pré-clinicos in vivo, e quando imunizados com o chDEC205 fusionado a subunidade
p24 da proteina GAG levaram a uma resposta por anticorpos e por células T, dependente do
uso de um estimulo de maturacéo, e primariamente por células T CD4". Titulos ainda mais
altos de anticorpos foram conseguidos apds segunda imunizagdo, utilizando somente o

anticorpo monoclonal, na auséncia de adjuvante (CHEONG et al., 2010).

Em busca de uma vacina eficiente contra P. brasiliensis: O peptideo P10.

No contexto das doencgas infecciosas, 0s anticorpos podem potencializar a imunidade
através de diversos mecanismos como: neutralizacdo de toxinas, opsonizacdo, ativacdo de
complemento, liberacdo de citocinas, citotoxicidade celular e apresentacdo antigénica. A
imunidade celular tanto especifica como ndo especifica proporciona a principal linha de
defesa contra infec¢des fungicas. Essa observacdo deriva principalmente da observacédo
clinica associada com dados experimentais. Reconhecidamente, individuos com imunidade
celular comprometida sdo mais susceptiveis a micose (LEVITZ et al., 1992). Dados clinicos e
experimentais indicam que a imunidade mediada por células tem importante papel na defesa
do hospedeiro contra infeccdo por P. brasiliensis, enquanto resposta celular deprimida e
aumento da producdo de anticorpos esta associada as formas mais severas da doenca
(FRANCO et al.,1986; CASTANEDA et al., 1988).

Embora na PCM os anticorpos sejam associados normalmente a quadros mais severos
da doenca, ndo esta claro se anticorpos contribuem essencialmente para geracdo ou
manutencdo da susceptibilidade, ou ainda se sdo apenas marcadores do estagio da doenca.
Anticorpos anti-gp70 foram capazes de promover a formacdo de granulomas compactos e
abreviar o curso da PCM (DE MATTOS GROSSO et al., 2003), contribuindo para a idéia de
que imunoglobulinas possuem uma participacao positiva na protecdo contra P. brasiliensis.

Baseado na sequéncia da gp43, que codifica um polipeptideo de 416 aminoacidos,
Taborda et al. (1998) selecionaram diferentes sequéncias e verificaram que apenas o peptideo
constituido de 15 aminoécidos (QTLIAIHTLAIRYAN) denominado P10, induziu

linfoproliferacdo em celulas de camundongos previamente imunizados com gp43 ou P10.
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Nesse trabalho, foi demonstrado que animais, apds imunizagdes nas patas com gp43 ou P10
juntamente com CFA e desafiados intratraquealmente com leveduras do fungo, apresentaram
contagens de unidades formadoras de col6nias (UFC) 200 vezes menores que 0s controles,
evidenciando a protecdo desencadeada pela administracdo do peptideo. A sequéncia do P10
mostra-se conservada entre os isolados de P. brasiliensis, segundo estudo desenvolvido por
Morais et al. (2000) que verificou que nenhuma das substitui¢fes verificadas no gene da gp43
em diferentes isolados ocorreu no epitopo P10 para células T CD4".

Devido a seu potencial de protecdo em protocolos de vacinas, varios estudos se
seguiram com esse objetivo. Marques et al. (2006) estudaram a associacdo do P10 com
quimioterapicos conhecidos para o tratamento da PCM. Quando os animais tiveram o
tratamento iniciado 48 horas apos a infeccdo, a determinacdo de UFC nos érgdos mostrou
uma reducdo significativa de fungos recuperados a partir de animais tratados com a
combinacdo P10 e quimioterapico, em relacdo aos demais grupos. No grupo tratado com o
sulfametoxazol, uma proteccdo inicial foi seguida de recaida, por outro lado no grupo que
recebeu a associacdo da droga com P10 houve o controle da doenga, que se reflete em areas
histoldgicas com poucos ou indetectaveis células de levedura. Em 2008, 0 mesmo grupo fez
um estudo similar, analizando a associacdo do P10 com o itraconazol e a combinagédo
sulfametoxazol/trimetroprim em camundongos anérgicos e observaram que 0S MesMos
apresentaram resposta do tipo Th1l protetora, com elevados niveis de IFN-y e IL-12, além de
reduzido nimero de granulomas em relacdo aos animais que receberam uma Unica terapia
(MARQUES et al., 2008). Amaral et al. (2010), propds um sistema de entrega do P10 usando
nanoparticulas de poli(acido-latico-acido glicélico) (PLGA), com o intuito de reduzir a
degradacdo in vivo do peptideo e com isso houve uma diminuicdo drastica na quantidade de
péptido necessaria para induzir um efeito protetor.

Outro estudo comparou diferentes preparados com o adjuvante ligante de TLR5, a
flagelina FIiC de Salmonella entérica, entre eles gp43+FIliC, P10+FIliC e P10 fusionado
geneticamente a flagelina e verificou que animais imunizados com a mistura P10+FIliC teve
uma melhor relacdo de I1L-12/IL-10 e IFN-y/IL-10, além de diminuicdo de UFC e na
histopatologia a visualizagcdo de um tecido pulmonar com organizagdo alveolar preservada
sem indicativo de infiltracdo por células fagociticas (BRAGA et al., 2009).

Mais recentemente pensou-se no desenvolvimento de uma vacina de DNA, utilizando
a sequéncia do P10. Para isso, utilizaram um plasmideo contendo a sequéncia do P10 e /ou
IL-12, e verificaram que a administragdo intramuscular de plasmideos contendo o inserto de

P10 induziu uma reducéo significativa da carga fungica no pulméo. A utilizacdo do mesmo,



40

concomitante a administracdo de plasmideos contendo inserto que codifica a IL-12 mostrou
ser ainda mais eficaz na eliminacdo do fungo, restaurando a arquitetura pulmonar normal com
tratamento a longo prazo (RITTNER et al., 2012). Em adicéo, verificou-se que a presenca de
células de T de memoria e células T reguladoras aumentam nos bagos e pulmdes desses
animais e que as mesmas, apds imunizacdes repetidas, substituem as células T pro-
inflamatorias, e conferem uma protegdo a longo prazo, enquanto preservam a integridade do
tecido infectado (AMORIM et al., 2013).

A escolha do estimulo de maturacdo no direcionamento de antigenos na PCM.

No inicio dos estudos de direcionamento para células dendriticas, foi mostrado que na
auséncia de um estimulo para maturacdo dessas células, as mesmas entravam em processo de
tolerancia, o que ndo era satisfatdrio para desenvolvimento de uma resposta imune efetiva.
Também ja& descrevemos acima que as DCs identificam a presenca de patégenos (PAMPS)
através dos PRRs, e 0s TLRs sdo, dentre esses receptores, 0s mais bem caracterizados. Dessa
forma, os estudos de direcionamento comecaram a testar o agosnista de TLR3, um RNA
dupla fita sintético denominado Poli I:C (Polyinosinic:polycytidylic acid).

Poly I:C é descrito como potente indutor de IL-12 e IFNs do tipo 1, através da
ativacdo da imunidade inata via receptores TLR3 (endossomal) e 0 MDAGS (citoplasmatico).
Varias versdes modificadas de Poly I:C foram desenvolvidos na década de 1970 para reduzir
a toxicidade e alterar o perfil bioldgico destes indutores de IFNs. Carter et al, desenvolveram
um Poly I:C modificado através da substituicdo de um acido uridilico a uma razdo molar de
12:1, na sintese da cadeia do &cido policitidilico resultando numa molécula de cadeia dupla
com desemparelhamentos ocasionais e um metabolismo muito mais rdpido in vivo
(PolylC12U). Ja o Poly I:C condensado com poli-L-lisina e carboximetilcelulose (Poly
IC:LC) é uma outra versdo quimicamente estabilizada de RNA de cadeia dupla sintético.
Ambos tem sido amplamente estudados e mostraram protecdo em diferentes modelos de
doengas (revisado por MIFSUD et al., 2014). A formulacdo comercial de polylC12U
(Ampligen® [rintatolimod], Hemispherx Biopharma, PA, EUA), tem avangado para fase final
de desenvolvimento clinico como terapia para a sindrome da fadiga crénica (NICODEMUS;
BEREK 2010).

Os resultados dos estudos de direcionamento de antigenos na presenca de Poly I.C,
tem-se mostrado muito promissores na indu¢do de uma resposta imune polarizada do tipo Thl
e por esse motivo, a utilizacdo do agonista de TLR3, é uma ferramenta eficaz para auxiliar na

inducdo de uma resposta imune efetora na PCM experimental.
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Sabendo que a PCM é uma doenga frequente no Brasil e América Latina, da
dificuldade no tratamento da PCM com longos periodos de internacdo, baixa adesdo ao
mesmo, e recidivas, nos propusemos uma vacina terapéutica baseada no direcionamento de
antigenos de P. brasiliensis para DCs, na presenca do Poly I:C, na tentativa de desencadear

uma resposta Th1l inicial e contribuir para uma boa evolugdo clinica da doenga.
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Objetivos
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Objetivo Geral
O objetivo principal deste projeto é produzir anticorpos quiméricos aDEC-205 em

fusdo com a gp43 ou com o P10, e utiliza-los em ensaios de imunoterapia e vacinacao na
PCM.

Objetivos especificos
- Sintese de cDNA de gp43 a partir de RNAm de P. brasiliensis;

- Clonagem da sequéncia de DNA da gp43 em fusdo com as sequéncias dos anticorpos
aDEC-205 e isotipo controle;

- Clonagem da sequéncia de DNA do P10 em fusdo com as sequéncias dos anticorpos
aDEC-205 e isotipo controle;

- Producdo dos anticorpos quiméricos por transfeccdo transiente de células HEK293T
e purificacdo dos mesmos a partir dos sobrenadantes das culturas;

-Imunizacéo de camundongos com os diferentes anticorpos quimeéricos na presenca de
estimulo de maturacdo (ligante de TLR3) e andlise da resposta imune celular;

- Andlise da resposta imune humoral gerada apds a administracdo de uma Unica dose
dos anticorpos quiméricos aDEC-205 ou isotipo controle seguida de uma dose de reforco
consistindo do proprio anticorpo;

- Avaliacdo da resposta imune em animais imunizados com 0s anticorpos quiméricos
apos desafio dos mesmos com a cepa virulenta Pb18;

- Avaliagdo da resposta imune em animais infectados com P. brasiliensis e

subemetidos a terapia utilizando os anticorpos quiméricos.
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[11. Material e métodos
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1. Animais
Camundongos machos da linhagem BALB/c com 8 a 12 semanas de vida foram

obtidos do Biotério de Parasitologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de
Sao Paulo. Os animais foram mantidos em padrdo sanitario livre de patdgenos especificos
(SPF) e alimentados com racdo comercial irradiada. Os camundongos foram sacrificados de
acordo com critérios aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentacio Animal da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo — CEEA-FCF/USP-
Protocolo 292 (Anexo 1).

2. Fungo

Foi utilizada a cepa virulenta Pb18 (KASHINO et al., 1987) do P. brasiliensis. A
mesma foi mantida em meio semi-sélido Sabouraud-dextrose-agar (MERCK - Alemanha), em
estufa a 37 °C, com repiques semanais.

3. Isolamento de &cido ribonucleico (RNA) total de P. brasiliensis.

Para obtencdo do RNA total do fungo P. brasiliensis, 0 mesmo foi cultivado em meio
semi-solido Sabouraud-dextrose-agar. As col6nias foram transferidas para um gral de
porcelana e o fungo foi submetido a extracdo do material genético com auxilio de nitrogénio
liquido para quebrar sua parede. O material ficou durante todo o tempo congelado, através da
adicdo continua de nitrogénio. O mesmo foi macerado, e quando obtivemos aspecto de po
homogéneo, foi adicionado Trizol (1 mL para cada 1x10’ células fingicas), e essa supensdo
foi agitada por 10 minutos (min). Para retirar o material fungico da solucédo, os tubos foram
centrifugados a 10000 g por 10 min a 4 °C. O sobrenadante foi transferido para outro tubo e
incubado a temperatura ambiente por 5 min, para permitir a completa dissociacdo dos
complexos nucleoprotéicos. A este tubo, foi adicionado 0,2 mL de cloroférmio, para cada 1
mL de trizol, homogeneizando vigorosamente com as médos por 15 segundos (S), e incubado a
15-30 °C por 2 a 3 min. Apos incubagdo, a mistura foi centrifugada por 15 min a 12000 g e 4
°C. A fase aquosa foi transferida para um tubo limpo. Para remogédo da contaminacgdo por
peptideoglicanos, a fase aquosa, que contém o RNA, foi separada e precipitada com 0,25 mL
de isopropanol (C3HgO) adicionados de 0,25 mL de uma solugéo 0,8 M de citrato de sodio
(Na3Ce¢Hs0;) e 1,2 M de cloreto de sddio (NaCl) para cada 1 mL de trizol, e incubados por 15
minutos a temperatura ambiente seguida de centrifugacéo a 12000 g durante 10 mina 4 °C. O
RNA precipitado, invisivel antes da centrifugacéo, formou um precipitado visivel no fundo do
tubo. O mesmo foi lavado com 1 mL de etanol (C,HgO) 70% e centrifugado 7500 g a 4 °C
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durante 5 min. O sobrenadante foi retirado com auxilio de pipeta e ficou aberto para
evaporacao do etanol 70%. Finalmente, 0 RNA seco foi suspenso em 50 uL de agua livre de

RNase e quantificado no espectrofotdmetro NanoDrop.

4. Tratamento da amostra de RNA com DNase.

A amostra obtida foi tratada com DNase, para retirar qualquer vestigio de DNA
genémico. Para 1 ug de RNA foi adicionado 1 uL de tampédo de reacdo com cloreto de
magnésio (MgCl,), 1 uL de DNase I/ livre de RNase, o volume correspondente da amostra de
RNA e quantidade suficiente de agua tratada com dietilpirocarbonato (DEPC). A mistura foi
incubada a 37 °C por 30 min. Apos esse intervalo, foi adicionado 1 pL de &cido

etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 25 mM e incubado por 10 min a 65 °C.

5. Avaliacéo da qualidade do RNA por meio de eletroforese em gel de agarose.

A eletroforese em gel de agarose foi realizada para avaliar a integridade do RNA
extraido. A amostra de RNA (1 ug) foi previamente misturada com 2 uL de tamp&o amostra
composto por 75% formamida (CH3NO), 0,9% de formaldeido (CH,0) em tampao contendo
Acido 3-(N-morfolino)-propanosulfénico (MOPS) com bromofenol (C1oH10BrsOsS), aplicada
no gel desnaturante (1,5% de agarose, 7,5% formaldeido em tampao MOPS). O formaldeido
foi adicionado apds prévio resfriamento do gel, para ndo evaporar. A corrida foi em torno de
50 min a 80 Volts (V).

6. Sintese de &cido desoxirribonucleico complementar (cCDNA).

Para obtencdo de cDNA, 5 ug de RNA tratado foi incubado com 10 mM de uma
mistura de desoxirribonucleotideos fosfatados (dNTP), 0,5 pg/pL de oligonucleotideos dT ou
hexameros randémicos em volume suficiente para 10 pL de agua livre de RNase. Apds 5 min
a 65 °C a amostra foi colocada em gelo por 1 min. Em seguida foi adicionado 9 uL de uma
solugéo de 2 pL de tampdo 10x concentrado, 4 uL de MgCl, 25 mM, 2 uL de uma solugéo
0,1 M de ditiotreitol (DTT) e 1 pL de inibidor de RNase. Apos incubacéo de 2 min a 42 °C foi
acrescentado 50 U de enzima transcriptase reversa (SuperScript 11 RT — Invitrogen) e entéo
incubadas por 50 min a 42 °C e 15 min a 72 °C. Os respectivos controles negativos da
transcriptase reversa foram feitos, nos quais a enzima nao foi adicionada. As amostras foram
colocadas no gelo. Para degradar o RNA restante foi acrescentado a amostra 1 pl de RNase H
e incubados por 20 min a 37° C. A amostra foi guardada a -20 °C até 0 momento do uso.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Carbono
http://pt.wikipedia.org/wiki/Hidrog%C3%AAnio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Bromo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Oxig%C3%AAnio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Enxofre
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7. Reacdo em cadeia da polimerase viatranscriptase reversa (RT- PCR) para
amplificacéo da sequéncia da gp43.

Para RT-PCR foram utilizados os seguintes iniciadores especificos para a sequéncia da
gp43: 5° CTCGAGGAGTTCGGTAGGTTCTCATCTCACGTCGCATCTC 3’ e 5
GCGGCCGCTCACCCTGCATCCACCATAC 3’. Foi utilizado 18 pL de PCR supermix
(Invitrogen), 1 pL de cDNA e 0,5 pL de cada iniciador. A reacdo de amplificagéo foi

realizada em termociclador e iniciou com a desnaturacdo das fitas duplas do DNA molde
durante 2 min a 94 °C. Apos 35 ciclos de: 30sa94°C,45sa55°Celmin30sa72°Cea
reacdo terminou apds 5 min de polimerizacdo a 72 °C. O produto da reagdo foi analisado por
eletroforese em gel de agarose 1% em tampado tris-acetato-EDTA (TAE), aplicando 100 V por

50 min.

8. Purificagdo da banda correspondente a seqiéncia da gp43 do gel de agarose.

O RT-PCR foi repetido com um volume maior. Utilizamos 45 pl de PCR supermix
(Invitrogen), 2,5 pL de cDNA e 1,25 pL de cada iniciador. A reacdo de amplificacdo foi
realizada como descrito anteriormente. ApoOs correr o gel de 1% de agarose, a banda
correspondente a sequéncia da gp43 foi cortada com bisturi e transferida para um tubo
previamente pesado. ApOs transferéncia, o mesmo foi pesado novamente e 0 peso
correspondente da banda (peso depois de colocar a banda - o peso do microtubo vazio), foi
utilizado para calcular os volumes a serem utilizados para purificacdo do cDNA contido na
banda.

Para purificacéo, foi utilizado o QIAquick Gel Extraction Kit (Cat. 28704, QIAGEN),
seguindo as instrucdes do fabricante. Foi adicionado as amostras 3x o volume do material
contendo no tubo, de tampéo de solubilizagdo composto por 5.5 M tiocianato de guanidina
(C2HeN4S); 20 mM Tris-4cido cloridrico (C4H13NO3 - HCI) pH 6.6. As mesmas foram
incubadas a 50 °C por 10 min (até que o gel se dissolva). Quando o gel estava completamente
dissolvido, verificou-se que o liquido continuava com a coloragdo amarela. Se a cor da
mistura estivesse alaranjada ou violeta, adicionariamos 10 pL de acetato de sodio (C,H3NaO,)
3 M, para que a cor voltasse ao normal. As amostras foram passadas pela coluna do kit e
centrifugadas a 13000 rota¢Ges por minuto (rpm) por 1 min a temperatura ambiente, e esse
procedimento foi repetido duas vezes. Para lavar a coluna, foram adicionados 750 uL de
solucdo 10 mM Tris-HCI pH 7.5 em 80% etanol a coluna em repouso por 2 a 3 min, e depois
centrifugamos por 1 min. O liquido foi descartado e a coluna novamente centrifugada. Apos

essa etapa, a coluna foi transferida para um tubo limpo de 1,5 mL. Para eluir o DNA,
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adicionamos 20 pL do tampéo de eluigdo (Tris 10 mM, pH 8,5) pré-aquecido no centro da
coluna. Apds repouso por 30 min, o tubo foi centrifugado por 1 min e a amostra coletada em
tubo limpo. Um gel de agarose 1% foi corrido com 2 puL de cada amostra para avaliar a

integridade de mesma.

9. Adicéo de adenina (A) na extremidade 3’ do cDNA.

Para adicionar adenina na sequéncia da gp43, utilizamos uma enzima Taq DNA
polimerase que ndo faz o mecanismo de correcdo, que consiste numa atividade 3'-5'
exonuclease. Foi adicionado entdo 9 uL do produto de RT-PCR, 0,25 uL de dATP 10 mM,
1,25 pL de tampdo de PCR 10x concentrado, 0,2 uL de Taq DNA polimerase, e &gua
deionizada em Sistema miliQ (Millipore Corporation) em quantidade suficiente para 12,5 L.
A mistura foi incubada a 72 °C por 20 min. Nesse processo ficamos com um volume final de

12,5 uL, ou seja, o produto de PCR foi ligeiramente diluido.

10. Vetores
O vetor utilizado para clonagens das porcdes codificantes esta representado na figura a

sequir:
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ATG
M13 Reverse Primer Promoter *
ATG Af ATG ATT ACG CCA AGC T TTA GGT GAC ACT ATA
TCG A AAT CCA CTG TGA TAT

GGT
Ndll fhldlll Kpn | S-cllhlvﬂl slxl
TAC TCA AGC TAT GCA TCA AGC TTG A CCG AGC TCG GAT CCA CTA GTA ACG GCC
ATG AGT TCG ATA CGT AGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT CAT TGC CGG

BstX| EcoR| EOTRI EcoRV

3

B‘f“ fﬂll Xhol AUIIXb.I Apa |
CCATCAQCTGGCGGCOG(JTCGAGCATGCA‘KJL‘A'AGAGGGC AAT TCG [CCC TAT
GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC |GGG ATA

T7 Promoter M13 (-20) Forward Primer
AGT GAG TCG TAT Ti AAT TCA |[CTG GCC GTC GTT TTA CGT CGT GAC TGG GAA AAC
TCA CTC AGC ATA A TTA AGT |GAC CGG CAG CAA AAT GCA GCA CTG ACC CTT TTG

pCR1I-TOPO®

Comments for pCR®II-TOPO®
3973 nucleotides

LacZo gene: bases 1-589
M13 Reverse priming site: bases 205-221

Sp6 promoter: bases 239-256

Multiple Cloning Site: bases 269-383

T7 promoter: bases 406-425

M13 (-20) Forward priming site: bases 433-448
f1 origin: bases 590-1027

Kanamycin resistance ORF: bases 1361-2155
Ampiclllin resistance ORF: bases 2173-3033
pUC origin: bases 3178-3851

Figura 6. Vetor de clonagem e sub-clonagem. Representacdo esquematica do vetor utilizado para clonagem da
porcéo codificante do gene da gp43- pCR® 2.1- TOPO (Invitrogen).

11. Ligacdo da sequiéncia da gp43 no vetor pCR®2.1-TOPO (TA Cloning Kit).
Para clonar o inserto de gp43 no pCR®2.1-TOPO, foi realizado um céalculo estimado
da quantidade de produto de RT-PCR que seria necessario para ligar a 50 ng do vetor:
ng do produto de RT-PCR= (pb do produto de PCR) (50 ng do vetor pCR®2.1-TOPO)
Pb do vetor ~ 3900
Pares de bases (pb) do produto de RT-PCR~1200

Porém a razdo que utilizada foi de 3 do inserto: 1 vetor.

** Ndo deve-se usar mais que 2-3 pL do produto de RT-PCR na reacgéo de ligacéo, pois 0s

sais da amostra podem inibir a enzima T4 DNA ligase.
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12. Preparacdo de bactérias competentes para transformacéo

Uma coldnia isolada de bactéria que cresceu por 18 horas (h) a 37 °C em placa de &gar
Luria-Bertani (LB), sem antibidtico, foi inoculada em 5 mL de caldo LB por 18 h a 37 °C sob
agitacdo orbital. O pré-inoculo foi diluido na proporcao de 1:40 em 200 mL de caldo LB e
incubado sob agitacdo orbital a 37 °C até atingir a DOsoonm entre 0,5 e 0,8. Nesse momento o
frasco foi retirado da incubadora e deixado no gelo por 30 min. As células foram
centrifugadas a 3000 rpm por 10 min a 4 °C e depois ressuspendidas cuidadosamente em 75
mL de tampdo 0,1 M de cloreto de calcio (CaCl,), previamente esterilizado por filtracdo em
membrana de 25 um sob fluxo laminar, e incubadas no gelo 1-12 h. Passado esse periodo,
foram novamente centrifugadas (3000 rpm por 10 min, a 4 °C) e ressuspendidas
cuidadosamente em 2 mL de tampédo CaCl, 0,1 M com 15% de glicerol (C3HgO3), também

estéril e colocadas em aliquotas de 50 uL, incubadas no gelo seco e estocadas a -80 °C.

13. Transformacéo bacteriana por choque térmico.

Aproximadamente 5 puL do produto das reacGes de ligacdo ou 1 pL da solugdo de DNA
foram adicionados a 20 pL de bactérias competentes, 75 uL CaCl, a 0,1 M e incubadas em
gelo durante 30 min. Apds choque térmico a 42 °C por 35 s, adicionamos 500 uL de caldo LB
a temperatura ambiente. As bactérias foram incubadas durante uma hora a 37 °C sob agitacdo
a 200 rpm para recuperacdo da parede bacteriana. Apds incubacdo, 0s tubos foram
centrifugados a 500 giros (g) por 2 min, e 400 puL do sobrenadante foram desprezados. O
restante (200 uL) foi homogeneizado e plaqueado em &gar LB contendo 100 pg/mL de
ampicilina, 40 mg/mL de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-beta-D-galacto-piranoside (Xgal) e 100
mM de isopropil-beta-D-tiogalactopiranoside (IPTG) e incubadas em estufa a 37 °C durante
16 horas.

14. Selecéo das col6nias transformadas.

Ap0s incubacdo de 16 h, as placas foram colocadas em geladeira e depois de
aproximadamente 8 h as mesmas foram retiradas e foi verificada a presenca de coldnias azuis
e brancas. O plasmidio pCR®2.1-TOPO possui um gene lac Z que produz a enzima chamada
beta-galactosidase. A presenca desta enzima faz com que a coldnia da bactéria que tem em
seu interior este plasmideo seja azul quando colocada em presenca do composto quimico X-
gal. Isto ocorre porque a quebra do composto quimico X-gal pela enzima beta-galactosidase
forma um produto colorido, de cor azul. Assim, quando h& a introducdo de um fragmento de

DNA exo0geno nesta regido do plasmideo, o gene que produz a enzima beta-galactosidase €
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destruido. Sendo assim, as colbnias de bactérias que possuirem o plasmideo com a enzima
betagalactosidase intacta em seu interior irdo produzir colonias azuis, enquanto a colonia de
bactéria que possuir o plasmideo que teve a enzima beta-galactosidase destruida ira produzir
col6nias brancas.

Dessa forma, as colonias brancas foram selecionadas e crescidas em tubo falcon
contendo 5 mL de caldo LB com 100 pg/mL ampicilina. Este tubo foi incubado sob agitacao

a 37 °C e 200 rpm por 16 h, e os mesmos foram utilizados para minipreparacdo plasmidial.

15. Extracdo do DNA plasmidial para anélise das coldnias bacterianas.

As colbnias de bactérias contendo o inserto de interesse foram inoculadas em 5 mL de
caldo LB contendo 100 pg/ml de ampicilina, e incubadas a 37 °C sob agitacdo constante de
200 rpm, durante 16 h. Posteriormente o precipitado bacteriano foi lisado para obtencédo de
DNA plasmidial por cromatografia de troca idnica em coluna, com pequenas modificagdes
nas instrugdes do fabricante (Quiaprep Spin Miniprep Kit - Cat. 27106). A supensao
bacteriana foi centrifugada por 20 min a 13000 rpm e 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado bacteriano foi ressuspenso em 250 pL de tampao contendo 50 mM Tris-HCI pH
8.0, 10 mM EDTA, 100 pg/ml RNaseA gelado, vortexado e transferido para microtubo. As
bactérias foram lisadas com 10 mL de tampao de lise composto por 200 mM de hidroxido de
sodio (NaOH) e 1% de dodecil-sulfato de sédio (SDS) e incubadas, com homogeneizagéo
frequente, por no maximo 5 minutos a temperatura ambiente. O lisado de bactérias foi
neutralizado adicionando-se 350 pL de solucdo de neutralizacdo com 4.2 M hidrocloreto de
guanidina (CHsN3.HCI) 0.9 M de acetato de potéssio (CH3CO,K) pH 4.8, invertendo
imeditamente e gentilmente (a solucéo fica com aparéncia de nuvem, com grumos brancos). A
solucdo foi incubada durante 10 minutos em banho de gelo (o intervalo pode ser maior). Apos
centrifugagdo durante 10 min a 13000 rpm, os fragmentos celulares foram precipitados e o
DNA permaneceu em solugédo. O sobrenadante foi transferido para coluna de troca ionica. A
coluna foi centrifugada por 1 min a 13000 rpm. O liquido foi guardado juntamente com o
precipitado da etapa anterior. A coluna foi lavada com 750 pL de tampdo de lavagem (10
mM Tris-HCI pH 7.5 80% etanol). O DNA plasmidial foi eluido com 50 pyL de tampédo 10
mM Tris-Cl, pH 8.5 de pré-aquecido adicionado no centro da coluna e este ficou em repouso
por 15-30 min. Apo6s incubacéo, as colunas foram centrifugadas durante 2 min a 13000 rpm.

A solucéo contendo o DNA plasmidial foi armazenada a -20 °C até o uso.
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16. Hidrolise do DNA plasmidial com Xhol e Notl.

Para confirmar se o plasmidio realmente continha o inserto, foi feito a hidrdlise do
mesmo com as enzimas Xhol e Notl, que correspondem aos sitios de ligacdo da sequéncia da
gp43 ao plasmidio. Para cada amostra utilizamos 2 U/uL da enzima Xhol, 2 U/uL da enzima
Notl, 2 pL de tamp&o contendo 100mM NaCl, 50mM Tris-HCI, 10mM MgCl,, 100pg/ml de
albumina de soro bovino (BSA) em agua deionizada e pH 7.9, em quantidade suficiente para
20 pL. Os tubos foram incubados por 2 horas a 37 °C. Apoés a incubacdo, foi corrido um gel

1% de agarose, por aproximadamente 40 min a 110 V.

17. Sequenciamento de DNA plasmidial
Os sequénciamentos foram realizados pelo método da terminacdo da cadeia por ddNTPs
(SANGER et al., 1977) e adaptado para sequenciador automatico. Os primers utilizados no
sequenciamento dos fragmentos génicos clonados foram:
M13 1-5 GTTTTCCCAGTCACGAC 3
2-5" CAGGAAACAGCTATGAC 3
gp43 1-5° CTCGAGGAGTTCGGTAGGTTCTCATCTCACGTCGCATCTC3’
2- 5> GCGGCCGCTCACCCTGCATCCACCATAC3’
As reagdes de sequénciamentos foram realizadas em microtubos utilizando entre 100 ng e
200 ng de DNA plasmidial e o reagente Big Dye Terminator (Applied Biosystems), uma solugao
contendo a enzima DNA polimerase e dNTPs, sendo cada base nitrogenada ligada a diferentes
fluoréforos. O DNA obtido apos a reacdo de PCR foi precipitado, por desidratacdo, utilizando 90
puL de isopropanol 66% por 15 min & temperatura ambiente. Passado esse periodo foram
submetidos a centrifugacdo por 20 min a 15300 g e o sobrenadante foi retirado com micropipeta.
As amostras foram lavadas com etanol 70% e novamente centrifugadas por 10 min a 15300 g.
Apdbs o descarte do sobrenadante, 0 DNA precipitado foi estocado a -20 °C e entregue para
sequenciamento no Departamento de Parasitologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas Il, na

Universidade de Sao Paulo.

18. Estratégia para retirada do intron na sequéncia da gp43.

Apbs o sequenciamento, foi verificado que a sequéncia possuia um intron. Dessa
forma, foram desenhados novos iniciadores para amplificar separadamente a regido antes do
intron e a regido posterior ao intron. Foram realizadas duas reagfes de PCR, sendo que na
primeira foi utilizado o iniciador gp43-1 e o iniciador gp43 intron-1 (5’
GGTTTTGGGAACCCGGACCATGGAGATCGATGAC 3°). Na segunda utilizamos o
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iniciador gp43 intron-2 (5° CATGGTCCGGGTTCCCAAACCGG 3’) juntamente com o
iniciador gp43-2. Apo6s a amplificacdo dessas porcdes, foi corrido um gel, as bandas

purificadas e os produtos foram utilizados como amostra para amplificacdo da gp43 completa

sem o intron, e nessa reagdo, como iniciadores a gp43-1 e gp43-2.

19. Anelamento de P10 contendo os sitios de restricdo Xhol e Notl.

As sequéncias correspondentes ao P10, um peptidio da gp43 composto por 15
aminoacidos (QTLIAIHTLAIRYAN), com uma regido de ligacdo e sitios de restricdo foram
adquiridas da Invitrogen:

P10 1: Xhol + P10+ stop+Notl

5’ TCGAGGAGTTCGGTAGGTTCCAGACCCTGATCGCCATCGCCATCCACACC
CTGGCCATCAGATCAGCCAACTGAGC 3’

P10 2: Notl+ stop+ P10+Xhol

5’GCGGCCGCTCAGTTGGCGTATCTGATGGCCAGGGTGTGGATGGCGATCA
GGGTCTGGAACCTACCGAACTCC 3’

Para anelamento das mesmas foram utilizados 50 ng de cada DNA, 1,5 uL de solucdo
de citrato salino (SSC) 20x concentrado (175 g de NaCl, 88,22 g de Na3CgHsO7, agua
destilada em quantidade suficiente para 1l puL, pH 7,0) e &gua miliQ em quantidade suficiente

para 40 pL. Essa amostra foi incubada a 95 °C por 5 min e em repouso em temperatura

ambiente até o resfriamento.

20. Clonagem da sequéncia de DNA da gp43 e da sequéncia do P10 sintético em fuséo
com as sequéncias dos anticorpos aDEC-205.

Plasmidios contendo as cadeias leves e pesadas dos anticorpos aDEC-205 foram
gentilmente cedidos pela Profa. Dra. Silvia Boscardin do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
USP e os plasmidios contendo o gene para gp43 (como descrito no item 7) foram previamente
clonados em pCR®2.1-TOPO. As sequéncias correspondentes as fases de leitura aberta do
gene da gp43 e da sequéncia do P10 foram clonadas em fusdo com a por¢do C-terminal do
gene da cadeia pesada de cada um dos anticorpos. Para a clonagem foram utilizadas as
enzimas de restricdo Xhol e Notl, exatamente como descrito anteriormente (HAWIGER et al.,
2001). As bactérias contendo os plasmidios recombinantes foram entdo crescidas em larga
escala e purificados utilizando-se os kits QIAGEN Plasmid Giga Kit como descrito pelo

fabricante.
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21. Produgdo dos anticorpos quiméricos por transfeccdo transiente de
células embrionarias de rim humano 293T (HEK 293T) e purificacdo dos mesmos a
partir dos sobrenadantes das culturas.

Células HEK 293T foram semeadas em placas de 10 cm de didmetro em meio DMEM
suplementado com 2 mM L-glutamina, 10 U/mL penicilina, 1mM piruvato de sddio e 5% de
soro fetal bovino (SFB) com baixa concentracdo de IgG (Invitrogen). Apds dois dias em
cultura (quando a confluéncia estiver em torno de 80%), as células foram transfectadas
utilizando-se 10 ug de cada um dos plasmidios, um que codifica a cadeia pesada dos
anticorpos acoplada a porcdo codificante da gp43 ou P10, e um que codifica a cadeia leve
kappa (k) dos anticorpos — foram colocados em solugdo contendo polietilenoimina (PEI) na
concentracdo de 0,45 mg/mL em solucdo de NaCl 0,1 M por 10 min. Apo6s esse periodo, foi
adicionado 1 mL da solucdo a cada placa de cultura, por gotejamento (cadeia leve e pesada)
na presenca de fosfato de célcio, como descrito por Jordan et al. (1996).

Ap0s 7 dias em estufa a 37 °C com 5% de didxido de carbono (CO,), os sobrenadantes
das culturas foram coletados, filtrados em filtros de 0,22 um e entdo precipitados em uma
solucdo contendo 60% de sulfato de amdnio ((NH4)2S04) a 4 °C por cerca de 16-18 h. Os
precipitados foram coletados por centrifugacdo e re-dissolvidos em PBS. Apds uma dialise de
4 horas em PBS, os anticorpos quiméricos foram purificados utilizando-se beads de proteina
G (Amersham-Pharmacia) de acordo com o protocolo descrito pelo fabricante. A integridade
dos anticorpos foi analisada por eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢des redutoras
seguido de coloracdo por solucdo de Azul de Coomassie G250 0,25%, Acido Acético Glacial

10% e Etanol 45%. Os anticorpos quiméricos foram entéo estocados a -20 °C até uso.

22. Lise da parede celular para liberagdo dos anticorpos hibridos fusionados a gp43.

Para realizar a lise das células e liberagdo dos anticorpos ligados a parede, apés 7 dias
de cultura, as células foram transferidas para tubo falcon, centrifugadas e ressuspendidas em
tampdo de lise composto de 50 mM de fosfato monossédico (NaH,PO,), 300 mM NacCl,
0,05% tween20 (C58H114026), pH ajustado com NaOH a 8,0 M, e quantidade de agua
suficiente para 1 L) utilizando a propor¢do de 500 pL de tampdo para 107 células. As mesmas
foram sonicadas no gelo da seguinte forma: 6 sonicagdes de 20 s a 50 Watts (W), com
intervalos de 10 s. O lisado foi centrifugado a 5000 g por 20 min a 4 °C. O sobrenadante foi

filtrado em filtros de 0,22 um, e a ele adicionado inibidor de protease na concentragdo de 1
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mM. Os anticorpos quiméricos foram purificados utilizando-se beads de proteina G
(Amersham-Pharmacia) de acordo com o protocolo descrito pelo fabricante.

23. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida com SDS (SDS-PAGE).

A integridade dos anticorpos foi analisada em gel de SDS-PAGE em condiges
redutoras. Os geis confeccionados com 1 mm de espessura possuiam uma concentracdo de
acrilamida de 5% no gel de empilhamento, e de 12% a 15% no gel de separacdo. O tampéo
com agente redutor 5x concentrado (Tris-HCI 60 mM pH 6,8, azul de bromofenol 0,3%, glicerol
(C3HgO3) 20%, B-Mercaptoetanol (C;HsSO) 25% e SDS 4%) foi adicionado as amostras, € estas
foram entdo aquecidas a 96 °C por 5 min. As eletroforeses foram efetuadas a 120 V, em
tampdo de corrida (Tampédo Tris-HCI 25 mM, Glicina (C;HsNO;) 200 mM e SDS 0,1%) a
temperatura ambiente. Os géis foram corados com Azul de Coomassie por 1 h, e descorados
com solucdo de acido acético glacial (C,H40,) 10% e etanol 30%, até a visualizacdo das
bandas de proteinas

24. Reconhecimento de proteinas por Western Blot.

Proteinas foram separadas por SDS-PAGE por 45 min a 100 V, na concentracdo de
12-15% de acrilamida, submetidas a condic¢Ges redutoras com DTT. Apoés a separacdo foram
transferidas para membrana de nitrocelulose (Hybond ECL Nitrocellulose Membrane
Amersham™), por 2 h a 200 V em tampdo de transferéncia (Solucéo Tris-HCI 25 mM pH 8,3,
Glicina 200 mM e Metanol (CH4O) 20%).

Depois de avaliada a eficiéncia de transferéncia, a membrana foi incubada com
solucéo de bloqueio, contendo leite desnatado 5% em tampao fosfato salino (PBS) (8,5 g de
NaCl, 1,55 g fosfato de sddio dihidratado (Na,HPO4.2H,0), 2,3 g de fosfato monossddico
hidratado (NaH,PO,4.H,0) e agua (H,0) destilada g.s.p. 1000ml com pH 7,2 - 7,4) e Tween
20 0,05% por 2 h a temperatura ambiente, ou por 16 h no gelo, sob agitacdo orbital. Apds
sucessivas lavagens utilizando PBS com Tween 0,05%, a membrana foi incubada com
anticorpo primario por 2 h a temperatura ambiente sob agitagdo orbital. Foram efetuadas trés
lavagens de 10 min cada, e o anticorpo secundario conjugado a HRP, foi adicionado na
diluicdo de 1:10000, permanecendo por 1 h a temperatura ambiente. A reacdo foi revelada
utilizando o kit quimioluminescéncia ECL Plus Western Blotting Detection System (GE

Healthcare-Amersham).
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25. Ensaios de viabilidade dos anticorpos

Esplendcitos totais de camundongos C57BL/6 foram coletados, macerados e as células
separadas utilizando cell strainer (BD Falcon 100 pum). Apé6s a primeira lavagem os
eritrocitos foram retirados utilizando solucéo de lise. Mantidas no gelo, a solucdo de células
foi ressuspendida, e a quantidade de células estimada através da contagem da camara de
Neubauer, utilizando solugdo de azul de tripan, para observarmos a viabilidade das mesmas.
As células foram incubadas com anticorpos que reconhecem e bloqueiam receptores da
porcdo Fc na membrana das células, na concentracdo de 1:100. Apo6s 15min foram plagqueadas
5x10° células/poco e incubadas no gelo com trés diferentes concentracdes de anticorpos
hibridos (10ug/mL, 1ug/mL e 0,1ug/mL). Apds 40 min, as células foram lavadas com tamp&o
de FACS (PBS com 3% SFB), e incubadas no gelo com anticorpo secundario algG1l
conjugado ao fluordforo ficoeritrina (PE). Passados mais 40 min as células foram lavadas,
ressuspendidas e adquiridas por citbmetro de fluxo. Os resultados foram analisados utilizando
programa FlowJo. Foram utilizados como controles positivos de ligacdo anticorpos hibridos
aDEC-deltaN e 33D1-MSP114 gentilmente cedidos pela Prof. Dra. Silvia Beatriz Boscardin.

26. Imunizacdo dos animais com os anticorpos quiméricos fusionados ao P10.

Os animais foram divididos em grupos. Cada grupo foi imunizado intra-
peritonealmente com uma combinacdo anticorpo e estimulo de maturacdo, sendo as doses
escolhidas com bases em trabalhos anteriormente publicados:

Grupo 1: 5 ug de aDEC/P10 e 50 pg de poli I:.C;

Grupo 2: 5 pg de ISO/P10 e 50 pg de poli I:C;

Grupo 3: 20 pg de P10 e 50 pg de poli I:C;

Grupo 4: somente 50 pg de poli I:C.

27. Andlise das células T CD4" produtoras de IFN-y de animais imunizados com
anticorpos hibridos pela técnica de ELISPOT.

Os ensaios de ELISPOT foram realizados 10 dias ap6s uma unica dose de anticorpo
adicionado de poli I:C, e 15 dias apds a dose de reforgo, sendo que o intervalo entre as doses
foi de 30 dias. Para 0 ensaio de ELISPOT, utilizou-se o kit Ready-SET-Go! (eBioscience)
para deteccdo de INF-y e placas de nitrocelulose com 96 pocos (MAIPS 4510,
Millipore). No dia anterior a coleta dos bagos dos camundongos, o anticorpo de captura 250 X
concentrado, sob condicdes estéreis em capela de fluxo laminar, foi diluido em tampéo esteril

especifico para a sensibililizacdo da membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF) da placa
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de ELISPOT. Adicionados 100 pL por poco da dilui¢cdo do anticorpo, a placa foi incubada a 4
°C por 16-18 h. Passado esse periodo, possiveis sitios de ligacdo inespecifica, foram
bloqueados, utilizando meio RPMI (Roswell Park Memorial Institute) suplementado com 10
% SFB esteril, por 1 h a temperatura ambiente. Apos o sacrificio dos animais, 0s bagos foram
retirados e macerados, utilizando cell strainer e as células obtidas foram lavadas com RPMI
suplementado e centrifugadas a 1800 rpm a 4 °C por 5 min. Ap6s contagem do nimero de
células em camera de Neubauer, 3 x 10° células foram plaqueadas por poco e o meio contendo
IL-2r, na concentracao final de 30 U/mL, e o peptideo P10 na concentracao de 20 ug/mL, foi
adicionado aos seus respectivos pocos. Para controle positivo foi utilizado meio contendo IL-
2r e 2,5 pg/mL de concanavalina A (Con A). Como controles negativos, foram utilizados
somente IL-2r, ou estimulo in vitro com um peptideo ndo relacionado (TEWETGQI). As
células foram incubadas em estufa de CO, a 37 °C por 24 h. Para remover quaisquer células
residuais, as placas foram lavadas por 3 vezes com PBS com 0,05% de Tween 20 e apds foi
adicionado 100 puL do anticorpo de detec¢dao 250 x em cada poco. Apds 2 h de incubagdo a
temperatura ambiente, a placa foi novamente lavada e aos pocos adicionados streptavidina
ligada a HRP 250 x. Ap6s 45 minutos de incubacdo, a placa foi lavada e revelada utilizando
substrato AEC (Becton Dickinson), por aproximadamente 30 min. As placas foram entdo
secas a temperatura ambiente e os spots foram contados em contador automatizado (AID
GmbH).

28. Deteccdo de citocinas a partir do sobrenadante de esplendcitos de animais
imunizados e estimulados in vitro com o P10.

Com o objetivo de verificar a producdo de citocinas ap6s estimulo com o P10, os
esplendcitos de animais imunizados pela estratégia prime-boost foram plagueados e em cada
pocgo da placa de 96 pogos, foi adicionado um estimulo: P10, um peptideo ndo relacionado
(TEWETGQI) ou nada como controles negativos, e como controle positivo utilizamos sempre
a ConA. Apos 24 horas, 0s sobrenadantes foram coletados e estocados a -70 °C até o uso. As
citocinas foram dosadas a partir do sobrenadante e a técnica utilizada foi ensaio
imunoenzimatico ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) de captura, utilizando-se
anticorpos monoclonais de captura e deteccdo contra as citocinas, nas concentracoes
recomendadas pelo fabricante (RD Systems). Resumidamente, para realizar o procedimento,
placas de 96 po¢os foram sensibilizadas com anticorpo de captura diluido em PBS e mantidas
a 4 °C de um dia para o outro. As placas foram lavadas 3 vezes com PBS 1X-Tween 20 a

0,05%. Foi adicionado as placas, PBS contendo 1% de BSA, para promover o blogueio de
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sitios livres do plastico e mantido por 1 h a temperatura ambiente. As citocinas
recombinantes, utilizadas para realizar a curva padrdo, foram diluidas em PBS contendo 1%
de BSA e incubadas por 2 horas em temperatura ambiente. Os sobrenadantes de cultura foram
também incubados em pogos por este mesmo periodo, quando entdo todos os pogos foram
lavados 3 vezes com PBS - Tween 20 a 0,05%. Foram adicionados 0s anticorpos de deteccédo
conjugados a biotina, diluidos em PBS 1% de BSA e incubados por 1 hora a temperatura
ambiente. Os pocos foram lavados 5 vezes. As placas foram incubadas com conjugado
estreptoavidina-peroxidase por 20 minutos em temperatura ambiente e os pocos lavados 3
vezes. A revelagdo foi realizada com 1 mg/mL de o-fenilenodiamina (C¢HgNy), diluida em
PBS, 0,4 M citrato de s6dio 0,4 M pH 5,3, por 15-30 min. O bloqueio da reacao foi feito com
acido sulfarico (H,SO4) 4N e a leitura das densidades opticas (DO) em leitora automatica, em
comprimento de onda de 450 nm. As concentracOes de cada citocina nos sobrenadantes
foram calculadas com base na equacdo da curva de regressao polinomial, obtida a partir da

curva padréo com citocinas recombinantes murinas.

29. Preparo do indculo de P. brasiliensis para desafio dos animais imunizados.

Células fungicas da cepa Pb18 foram coletadas em 10 mL de PBS, homogeneizadas
gentilmente com auxilio de pipeta de bulbo, para desfazer os grumos, deixando-se decantar as
particulas maiores. A suspensdo mais leve, contendo células isoladas ou com poucos
brotamentos, foi coletada com auxilio de seringa de insulina e transferidas para novo tubo. A

contagem do nimero de células foi realizada utilizando-se camara de Neubauer.

30. Desafio dos animais imunizados intratraquealmente com leveduras de P. brasiliensis.

Os animais foram anestesiados com a administracdo de pré-anestésico + anestésico: 10
mL/Kg de peso de cetamida e xilasina a 2,5% pela via intraperitoneal. Apds efeito anestésico,
0s mesmos foram infectados por injecéo intratraqueal (i.t.) com suspensdo contendo 1x10°
células/mL de leveduras vidveis de P. brasiliensis contidas em 50 ul de PBS. Os animais

foram acompanhados e ficaram sob aquecimento até a finalizacdo do efeito do anestésico.

31. Terapia de animais infectados com P. brasiliensis utilizando anticorpos quiméricos.
Os animais foram infectados intratraquealmente com 1x10° leveduras de P.

brasiliensis. Apos 45 dias, os animais foram divididos em grupos. Cada grupo foi imunizado

intraperitonealmente com uma combinacdo anticorpo e estimulo de maturacéo, sendo as doses

escolhidas com bases em trabalhos anteriormente publicados:
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Grupo 1: 5 ug de aDEC/P10 e 50 pg de poli I:.C;

Grupo 2: aDECvazio e 50 ug de poli I:C;

Grupo 3: 5 ug de ISO/P10 e 50 pg de poli I:.C;

Grupo 4: 5 ug de P10 e 50 pg de poli I:C;

Grupo 5: somente 50 pg de poli I:C;

Grupo 6: PBS;

Os mesmos receberam 3 doses com intervalos de 7 dias entre elas. Apos 10 dias do
término do tratamento, foram avaliados 0s 6rgaos dos mesmos quanto as unidades formadoras

de coldnias (UFC), analises histopatoldgicas e producédo de citocinas.

32. Deteccdo de citocinas em baco, figado e pulmdo apds ensaios de imunizacédo e
terapia.

Apos 15 e 30 dias de desafio, os animais foram sacrificados, e dos mesmos retirados o
figado, baco e pulmdes. Os 6rgdos foram pesados, posteriormente macerados em 2 mL de
PBS, e esse volume foi transferido para um microtubo, centrifugado a 1500 rpm durante 5
min a 4 °C. O sobrenadante foi transferido para novo tubo, e centrifugado a rotacdo maxima
por 15 min. O sobrenadante foi novamente transferido para novo tubo e o mesmo foi
identificado e armazenado a -20 °C para dosagem de citocinas por ELISA no dia seguinte.

A dosagem de citocinas por ELISA foi realizada como descreve o fabricante RD
Systems). Apos quantificacdo das citocinas, foi calculada uma relacdo dos valores por grama

de tecido que foi macerado.

33. Ensaio para determinacdo das Unidades Formadoras de Colonias em 6rgdos de
animais infectados com P. brasiliensis e tratados com anticorpo quimérico aDEC/P10.

O teste de UFC consiste no crescimento de leveduras de P. brasiliensis em meio
solido, a partir de 6rgdos macerados. Apos o plaqueamento destes tecidos, contamos as
colbnias durante 3 semanas, para obtermos a quantidade de coldnias por grama de 6rgdo. O
meio de cultura utilizado no plaqueamento se constitui de BHI suplementado com soro equino
e 5% de filtrado de cultura do isolado 192 de P. brasiliensis, como fonte de fator de
crescimento do fungo a ser isolado, além dos antibioticos penicilina (0,062 mg/ml) e
estreptomicina (100 ug/ml), conforme descrito por Castafieda et al. (1988) e Singer-Vermes et
al. (1992).
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34. Anélise histopatologica

Para a realizacdo de laminas histopatoldgicas, partes dos tecidos dos animais
imunizados e infectados (pulméo, figado e baco) foram retirados e colocados em solugdes
fixadoras, e posteriormente, foram enviadas a sessdo de Patologia do Albert Einstein College
of Medicine da Yeshiva University, para realizacdo das mesmas, onde foram coradas por
hematoxilina e eosina. Laminas também foram coradas com nitrato de prata (Gomori) no
Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP, para melhor visualizacdo das estruturas fungicas.

Seccoes histoldgicas foram analisadas e fotografadas em microscopio optico (200x e 400x).

35. Anaélise estatistica.

Analises estatisticas de significancia foram realizadas através do teste ANOVA
seguido de Bonferroni para comparacdo entre os diferentes grupos experimentais. Todos 0s
testes foram realizados utilizando-se o programa GraphPad Prism 5, e diferengas foram
consideradas significativas quando p<0,05.
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V. Resultados
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Obtencédo do DNA da gp43.

A cepa de Pbl8 foi repicada em meio semi-solido Sabouraud-dextrose-agar, e apos
crescimento fizemos a extracdo do RNA total do fungo pelo método de Trizol.
Aproximadamente 1 pg de RNA foi tratado com DNase e utilizado para reacdo de cDNA pela
transcriptase reversa. Utilizando oligonucleotideos iniciadores especificos, amplificamos a
porc¢do codificante do gene da gp43, a partir do cDNA obtido (Figura 7A). A mesma foi retirada
do gel e apds purificagdo do DNA contido corremos um novo gel para avaliar a integridade da

amostra (Figura 7B). Sitios para as enzimas Xhol e Notl foram inseridos na porcao codificante
para clonagem em vetor de expressdo em procaritoto.
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Figura 7. RT-PCR para amplificacdo da sequéncia correspondente a gp43e purificacdo da banda
contendo o DNA de interesse. (A) A porcdo codificante do gene da gp43 foi amplificada, utilizando
oligonucleotideos iniciadores especificos, a partir do cDNA do extrato total de P. brasiliensis, e submetido a
eletroforese em gel de agarose 1% e corado com gel red. 1- 1 kb Plus DNA Ladder, Invitrogen, 2- Pode-se
observar a amplificacdo de um produto de aproximadamente 1300 pb correspondente a porcdo codificante para
gp43. (B) Apos amplificagdo da sequéncia da gp43, a banda foi retirada do gel, e o DNA purificado com
QlAquick Gel Extraction Kit (Cat. 28704 - QIAGEN). Apos a purificacdo a amostra foi submetida a eletroforese
em gel de agarose 1% novamente para verificacdo da integridade da amostra. 1- 1 kb Plus DNA Ladder,
Invitrogen, 2- Produto correspondente a sequéncia da gp43.

Clonagem em vetor pCR®2.1-TOPO.

A porcio codificante amplificada foi clonada em vetor pCR®2.1-TOPO e o produto da
ligagdo vetor-inserto foi utilizado para transformacéo de bactérias Escherichia coli DH5a, que
apos terem sido cultivadas em meio seletivo, contendo ampicilina, seu extrato celular foi utilizado
para extracdo de DNA plasmidial utilizando lise alcalina. A analise do gel demonstrou que apenas

5 dos 8 clones selecionados possuiam um tamanho esperado do vetor ligado a sequéncia da gp43,
sendoeles 1.3, 1.4, 2.1, 2.2, 2.3 e 2.4 (Figura 8).
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Os clones mencionados foram hidrolisados com Xhol e Notl quando pudemos observar a
liberagdo do inserto de aproximadamente 1300 pb correspondente a porcdo codificante da gp43.
Dos clones analisados observamos que apenas o clone 1 ndo apresenta a liberacdo do inserto e seu
tamanho correspondente em pares de base se assemelha ao vetor vazio. Em todos os outros,
podemos observar a presenca do fragmento de 1300 pb (Figura 9). Desses analisados como
positivos para analise por enzima de restricdo, seguimos para analises por sequenciamento. As
bandas correspondentes ao inserto foram cortadas e purificadas para posterior clonagem em vetor
contendo as cadeias pesadas dos anticorpos aDEC-205 e seu controle isotipico (Figura 10). Porém
guando fizemos a analise do sequenciamento, verificamos que o clone 1.4 possuia 99% de
similaridade com a sequéncia depositada no Genbank (Pb18-1 AY005429-1). Porém a mesma
estd descrita por possuir um intron entre as bases 463 e 542. Dessa forma, desenvolvemos uma

estratégia para retirada do mesmo.

1 1.1 1.2 1.3 14 2.1 2.2 2.3 2.4
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Figura 8. Purificacdo de DNA plasmidial por cromatografia de troca iénica em coluna apés transformacao
bacteriana com produto de ligacdo pCR2.1-gp43. Apés ligacdo da sequéncia da gp43 ao vetor pCR®2.1-
TOPO, fizemos a transformacéo bacteriana em E. coli DH5-a, e 8 colénias foram selecionadas e crescidas em
caldo LB. Eletroforese em gel de agarose 1% e corado com gel red. 1- 1 kb Plus DNA Ladder, Invitrogen, 1.1 a
2.4 - DNA plasmidial purificado a partir de colnias transformadas.
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Figura 9. Andlise de restri¢do utilizando as enzimas Xhol e Notl. Analise dos clones por enzimas de
restricdo. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com gel red. 1- 1 kb Plus DNA Ladder, Invitrogen. Seis dos
clones obtidos para pCR2.1/gp43 foram submetidos & analise por enzima de restricdo (1.3, 1.4, 2.1, 2.2, 2.3 e
2.4). Na hidrolise com as enzimas Xhol e Notl, observa-se a liberagéo do inserto, o que torna possivel a correta
andlise do tamanho do clone em pares de base. Pode-se observar a liberagdo do inserto de aproximadamente
1300 ph, com ambas as enzimas de restricdo, em cinco dos seis clones obtidos.
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Figura 10. Purificacdo do inserto liberado apds analise de restricdo com as enzimas Xhol e Notl. Apéds
hidrélise com as enzimas Xhol e Notl, dos clones pCR2.1/gp43 e liberacdo dos insertos, as bandas
correspondentes a por¢do codificadora da gp43 foram cortadas, e o DNA purificado com QIAquick Gel
Extraction Kit (Cat. 28704 - QIAGEN). Apds a purificacdo as amostras foram submetidas a eletroforese em gel
de agarose 1% novamente para verificacdo da integridade da amostra. 1- 1 kb Plus DNA Ladder, Invitrogen. 1.3
a 2.4 — DNA purificado apo6s digestdo dp plasmideo pCR2.1/gp43.

Estratégia para retirada do intron do clone 1.4 da gp43.

Para retirarmos o intron da sequéncia obtida no clone 1.4 optamos por amplificar as
porcOes anterior e posterior ao intron separadamente (Figura 11). Apos obtencdo dos DNAS
dessas porcOes, fizemos um PCR para unir os fragmentos, utilizando cada por¢do como

amostra na reacdo em uma proporcdo 1:1 e 2:1, ja que o primeiro fragmento € menor. Em
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ambas as reagdes verificamos a amplificagcdo de uma sequéncia com aproximadamente 1300
pb (Figura 12).

e E
S000ph —] -
-
-
2000ph — —
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1000ph — — ‘
- -
100pb —|

Figura 11. RT-PCR para amplificagdo da sequéncia correspondente a porcdo anterior e posterior ao
intron na gp43. Os fragmentos anterior (f1) e posterior (f2) a regido do intron da gp43 foram amplificadas
separadamente, utilizando oligonucleotideos iniciadores especificos, a partir do cDNA do extrato total de P.
brasiliensis, e submetido a eletroforese em gel de agarose 1% e corado com gel red. 1- 1 kb Plus DNA Ladder,
Invitrogen. 2 e 3 - Pode-se observar a amplificagdo de um produto de aproximadamente 500 e 700 pb,
respectivamente, correspondentes a f1 e f2 de gp43.

1 2 3
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Figura 12. RT-PCR para amplificacdo da sequéncia correspondente a gp43 sem o intron. A porcéo
codificante do gene para gp43 foi amplificada, a partir dos fragmentos anterior e posterior ao intron utilizando
oligonucleotideos iniciadores especificos, submetida a eletroforese em gel de agarose 1% e corada com gel red.
1- 1 kb Plus DNA Ladder, Invitrogen. 2 e 3 - Pode-se observar a amplificacio de um produto de
aproximadamente 1300 pb correspondente a porg¢éo codificante do gene da gp43.
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Sub-clonagem da sequéncia da gp43 em plasmidios que codificam a cadeia pesada dos
anticorpos aDEC-205 e seu controle isotipico.

A sequéncia da gp43 obtida foi novamente clonada em pCR®2.1-TOPO. As amostras
foram sequenciadas para confirmacdo da homologia com a sequéncia da porcdo codificante da
gp43 (Figura 13). Dessa forma, fizemos a ligacdo da porg¢do correspondente a sequéncia da
gp43, aos plasmidios que codificam a cadeia pesada dos anticorpos aDEC-205 e seu controle
isotipico. Apo6s a ligacdo, fizemos a transformacao das bactérias competentes e plaqueamos
em meio LB seletivo. As coldnias que cresceram foram submetidas a um PCR de colénia, no
qual utilizamos primers especificos para o vetor utilizado (M13-1 e M13-2). Apos eletroforese
em gel de agarose, verificamos que na maioria das col6nias houve a amplificagdo de uma
banda de aproximadamente 1300 pb (Figura 14). Desses clones escolhemos um de cada
plasmidio e 0 mesmo foi crescido em meio LB e fizemos a extracdo do DNA plasmidial
(Figura 15). Esses clones também foram submetidos a andlise por enzima de restri¢do
utilizando as enzimas Xho | e Not I. A hidrélise (Figura 16) utilizando as enzimas de restri¢do
Xho I e Not I liberou um fragmento de 1300 pb correspondente a por¢éo codificante da gp43 nos
clones escolhidos, tanto DEC205/gp43 quanto 1SO/gp43.
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Figura 13. Representacdo esquematica da sequéncia codificante do gene da gp43 clonada em vetor
pCR®2.1-TOPO.
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Figura 14. RT-PCR de colénias para amplificacdo do inserto. Para triagem de clones contendo os insertos,
submetemos as colénias que cresceram a um RT-PCR utilizando primers especificos para o vetor pCR®2.1-
TOPO, situados anteriomente a regido de inser¢cdo do DNA. 1- 1 kb Plus DNA Ladder, Invitrogen. Verificamos
gue a maioria das col6nias tiveram uma amplificacdo de uma sequéncia com aproximadamente 1500 pb.

Figura 15. Sub-clonagem da porc¢édo codificante da gp43 em vetor que expressa a cadeia pesada do
anticorpo monoclonal aDEC-205 e seu controle isotipico. Apo6s ligagdo da sequencia da gp43 aos plasmidios
pDEC e plSO, fizemos a transformacdo bacteriana, e duas coldnias foram selecionadas e crescidas em caldo LB.
Apos crescimento, 0 DNA plasmidial foi purificado e as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose 1% e corado com gel red. 1- 1 kb Plus DNA Ladder, Invitrogen. 2 — pDECgp43; 3 - pISOgp43.
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Figura 16. Anélise de restricdo dos clones utilizando as enzimas Xho | e Not 1. Os produtos das hidrdlises
com as enzimas de restrigdo Xho | e Not | foram submetidos & eletroforese em gel de agarose 1% corado com gel
red. Pode-se observar a liberacdo do fragmento correspondente a porcdo codificante da gp43. 1- 1 kb Plus DNA
Ladder, Invitrogen. 2 — pDECgp43; 3 - pISOgp43.

Expressdo dos anticorpos hibridos

Cerca de 2 pg dos anticorpos hibridos, aDEC205/gp43 e 1SO/gp43 foram submetidas
a SDS-PAGE, sob condicdes redutoras. A figura 17 mostra que nas amostras obtidas do
sobrenadante das culturas celulares (amostras 3, 4 e 5), as cadeias pesadas dos anticorpos
possuem em torno de 50 kDa, que coincide com a cadeia pesada do anticorpo nao fusionado
(amostra 2- aDEC vazio). Ja nas amostras liberadas apos lise das células (amostras 6, 7 € 8), 0
tamanho da cadeia pesada esta um pouco abaixo de 98 kDa, que é o tamanho esperado apds a
fusdo com a gp43, porém é possivel visualizar que uma grande quantidade de anticorpo ainda
permanece ligado a membrana celular (amostras 9 e 10). As cadeias leves de ambos o0s
anticorpos migram em torno de 25 kDa. A diferenca de tamanho entre as cadeias leves do
anticorpo aDEC205 e ISO explica-se pela diferenga no conteddo dos aminoécidos em cada
cadeia leve. Um western blot foi feito com as mesmas amostras utilizando como anticorpo
priméario um anticorpo algG ligado & molécula de HRP. Assim foi possivel verificar que
houve um reconhecimento especifico da cadeia pesada dos anticorpos hibridos (Figura 18).
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Figura 17. Andlise da integridade dos anticorpos em gel de SDS-PAGE em condices redutoras seguido de
coloracdo por Azul de Coomassie. Aliquotas dos anticorpos hibridos foram submetidas a SDS-PAGE 12% sob
condices redutoras utilizando DTT seguido por coloragéo por Azul de Coomassie. Amostra 2: aDEC vazio; 3,
4 e 5: amostras obtidas do sobrenadante das células tansfectadas respectivamente com pDEC/gp43, pISO/gp43 e
33D1/gp43; 6 , 7 e 8: obtidas apés lise celular, transfectadas como anteriormente; 9 e 10: precipitado resultante
apos lise celular.
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Figura 18. Deteccdo de anticorpos 33D1/gp43, anti-DEC205/gp43 e 1SO/gp43 em sobrenadantes e lisado
de células HEK?293T apds 7 dias de transfecgdo. Aliquotas dos anticorpos hibridos foram submetidas a SDS-
PAGE 12% sob condic8es redutoras utilizando DTT. O mesmo foi utilizado para teste de reconhecimento por
western blot, utilizando-se anticorpo algG ligada a molécula de HRP. Amostra 2: aDEC vazio; 3, 4 e 5:
amostras obtidas do sobrenadante das células tansfectadas respectivamente com pDEC/gp43, plSO/gp43 e
33D1/gp43; 6 , 7 e 8: obtidas apds lise celular, transfectadas como anteriormente; 9 e 10: precipitado resultante
apos lise celular.

Caracterizagéo do anticorpo aDEC205/gp43.

Nessa etapa, fizemos uma transfeccdo em uma escala maior para alcancar uma maior
concentracdo de anticopos, ja que verificamos que o rendimento apds a lise celular diminuiu
drasticamente comparado a anticorpos que sao liberados no sobrenadante naturalmente. Nosso
préximo passo foi testar a viabilidade e especificidade da ligacdo do anticorpo monoclonal
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aDEC205/gp43 a esplendcitos totais. Da mesma forma para controle positivo de ligagédo
foram utilizados um anticorpo hibrido contendo a proteina de circumsporozoita de P.
falciparum denominado de aDEC/AN produzido e ja caracterizados no Laboratorio de
Parasitologia do ICB-II, sob supervisdo da Prof. Silvia Beatriz Boscardin, que reconhecem
de forma especifica o receptor DEC205 e DCIR de camundongo, respectivamente.

As células foram incubadas, primeiramente, com os anticorpos hibridos em diferentes
concentracdes (10 pg/mL, 1 pg/mL e 0,1 pg/mL). Apos sucessivas lavagens foram, entéo,
incubadas com anticorpo algG1 ligado ao fluoroforo PE. Fizemos também a marcacdo com
diferentes anticorpos, a fim de selecionar somente as células dendriticas CD8" (DX5CD19
CD3'MHC-II"CD11¢*CD8"). As amostras foram posteriormente adquiridas por citometria de
fluxo utilizando o aparelho FACSCANTO Il (BD Biosciences). Apds a analise observamos
gue ndo houve diferenca nas médias de intensidade de florescéncia entre as diferentes

concentracdes e o controle (sem o anticorpo hibrido) (Figura 19).
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Figura 19. Ensaio de ligagdo do anticorpo aDEC205/gp43 em células de bago de camundongos C57BI/6
naive. Esplendcitos totais de camundongos foram incubadas com anticorpos hibridos em trés
concentragdes (10ug/mL, lug/mL e 0,1ug/mL). Apoés incubagdo, os esplendcitos foram marcados com
anticorpos anti-CD19, anti-MHCII, anti-DX5, anti-CD11c e anti-CD8. Através da estratégia de gating
mostrada acima, selecionamos as células CD19-DX5MHCII+CD11c+ que consideramos como DCs classicas, €
subdividimos estas em duas populagdes, de acordo com a expressdo da cadeia alfa da molécula CD8. A
ligacdo das diferentes concentracBes dos anticorpos as populacBes de DCs de interesse estd mostrada nos
histogramas utilizando-se um anticorpo anti-lgG1 de camundongo como secundario. Os nlmeros expressos na
frente de cada histograma indicam as medianas de fluorescéncia (MFI). Utilizamos como controle positivo de
ligagdo anticorpos hibridos aDEC-deltaN gentilmente cedidos pela Prof. Dra. Silvia Boscardin. *Resultados
obtidos a partir da analise de dois ensaios.
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Clonagem do P10 em plasmidios que codificam a cadeia pesada dos anticorpos aDEC-
205 e seu controle isotipico.

Como os anticorpos fusionados a gp43 demonstraram problemas quanto a
solubilidade, a o rendimento e a ligacdo com receptores especificos, optamos por iniciar o
trabalho com um fragmento de aproximadamente 700 pb da gp43 e também com o P10, que
vém sem estudado em ensaios de vacinagéo e terapia.

Para o experimento com o P10, desenhamos sequéncias especificas que codificam esse
peptidio de 15 aminoéacidos ligados a uma regido de ligacéo entre esse peptidio e a porcdo Fc
do anticorpo e também sitios de restricdo para facilitar a manipulagdo desses fragmentos, e
esse DNA foi sintetizado por empresa especializada (Invitrogen). Apoés ligacdo do peptidio
aos plasmidios e transformacéo bacteriana, corremos um gel de agarose 1% e verificamos que
os plasmidios selecionados possuiam um DNA plasmidial do tamanho esperado (Figura 20).
Para confirmacdo fizemos a hidrélise com as enzimas Nhel e Notl, e em gel de agarose,
verificamos a liberacdo de um inserto pequeno, compativel com o tamanho esperado (Figura
21).
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Figura 20. Purificacdo de DNA plasmidial por cromatografia de troca ibnica em coluna apos
transformacdo bacteriana com produto de ligacdo da sequéncia de DNA do P10 em fusdo com as
sequiéncias dos anticorpos anti-DEC 205 e seu controle isotipico. Apos ligacdo da sequencia do P10 aos
plasmidios pDEC e plSO, fizemos a transformagdo bacteriana, e 6 colénias foram selecionadas e crescidas em
caldo LB. Apds crescimento, o DNA plasmidial foi purificado e as amostras foram submetidas a eletroforese em
gel de agarose 1% e corado com gel red. 1- 1 kb Plus DNA Ladder, Invitrogen; 2, 3 e 4 — pDECP10;5,6¢e 7 —
pISOP10.
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Figura 21. Andlise de restricdo utilizando as enzimas Nhel e Notl. Analise dos clones por enzimas de
restricdo. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com gel red. Seis dos clones obtidos para DEC/P10 e
ISO/P10 foram submetidos a analise por enzima de restricdo. Na hidrdlise com as enzimas Nhel e Notl, observa-
se a liberacdo do inserto de aproximadamente 100 pb. 1- 1 kb Plus DNA Ladder, Invitrogen; 2 e 3 — pDECP10;
4 e5—pISOP10.

Caracterizacéo do anticorpo aDEC205/P10.

O anticorpo hibrido aDEC/P10 foi produzido com sucesso. Fizemos uma transfec¢do
em uma escala maior para alcancar a concentracdo de anticopos desejada, e testamos a
viabilidade e especificidade da ligagdo do anticorpo monoclonal aDEC205/P10 a esplendcitos
totais. Esplendcitos de camundongos foram incubados, primeiramente, com 0s anticorpos
hibridos em diferentes concentracdes (10 pg/mL, 1 pg/mL e 0,1 pg/mL). Assim como
descrito no item de caracterizagdo do anticorpo aDEC205/gp43, fizemos sucessivas lavagens
e entdo, incubamos com anticorpo algGl ligado ao fluor6foro PE. Fizemos também a
marcacdo com diferentes anticorpos a fim de selecionar somente as células dendriticas CD8"
(DX5CD19°CD3 MHC-II"CD11¢"CD8") e posteriormente adquiridas por citometria de fluxo
utilizando o aparelho FACSCANTO Il (BD Biosciences). Apds a analise observamos que
houve diferenca nas médias de intensidade de florescéncia entre as diferentes concentragdes e
0 controle (sem o anticorpo hibrido) e que a ligacdo foi dose-dependente confirmando a
capacidade de ligacéo e especificidade dos anticorpos produzidos (Figura 22).
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Figura 22. Ensaio de ligagdo do anticorpo aDEC205/P10 em células de baco de camundognos C57BI/6
naive. Esplendcitos totais de camundongos foram incubadas com anticorpos hibridos em trés concentracdes
(10ug/mL, lug/mL e 0,lug/mL). Apds incubacdo, os esplendcitos foram marcados com anticorpos anti-
CD19, anti-MHCII, anti-DX5, anti-CD11c e anti-CD8. A analise foi feita através da estratégia de gating a
seguir: Células totais foram selecionadas excluindo os debris (A); Doublets (B) e células CD19'DX5" (C).
Células CD11c"MHCII* (D) foram selecionadas e separadas pela expressio de CD8a’ (E). A analise foi
realizada nas células CD19'DX5MHCII'CD11c'CD8u". Os nimeros dentro dos graficos representam a
porcentagem das células selecionadas. A ligagdo das diferentes concentragBes dos anticorpos as populagdes
de DCs de interesse estd mostrada nos histogramas utilizando-se um anticorpo anti-lgG1 (F) de camundongo
como secundario. *Resultados obtidos a partir da analise de dois ensaios.
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Avaliacdo da resposta especifica, através de células produtoras de IFN-y apés
imunizagdes com 0s anticorpos quimericos.

Como sabemos da importancia da citocina IFN-y na PCM, envolvida na prote¢do e na
contencéo da doenca resolvemos entdo focar nossa atengdo na resposta de células T CD4", ja
que nosso peptideo P10 é descrito como peptideo de MHC 1l e dessa forma, um epitopo para
a subpopulacdo de linfocitos citada. Iniciamos entdo experimentos de imunizacdo dos
camundongos que envolveram a administragdo de uma unica dose intraperitoneal de 5 pg de
anticorpo aDEC205/P10, ISO/P10 ou 20 pg de P10 em presenca de 50 ug de poli I:C. O
veiculo utilizado foi PBS estéril e como controle, utilizamos um grupo administrado somente
com o adjuvante em questdo. Avaliamos a resposta celular em culturas de esplendcitos apds
10 dias de imunizacdo, reestimuladas com o peptideo P10 (20 pg/mL) ou com um peptideo
controle nao-relacionado denominado TEWETGQI. Verificamos que uma Unica dose do
anticorpo quimérico aDEC205/P10 resultou numa resposta especifica T CD4", que foi
significativamente maior que a imunizacdo com o peptideo sozinho (Figura 23). O mesmo foi
feito com animais imunizados com duas doses de anticorpos, com intervalo de 30 dias entre
as administracOes, e a resposta verificada 15 dias apds a segunda dose. Porém, a resposta
visualizada primeiramente ndo se manteve ap6s o boost, enquanto o P10 conseguiu induzir a

mesma producgdo de células produtoras de IFN-y em relagdo aos demais grupos (Figura 24).
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Figura 23. Células produtoras de IFN-y detectadas 10 dias ap6s imunizacdo de animais BALC/c com
anticorpos quiméricos. Ensaio de ELISPOT, no qual esplenécitos de camundongos BALB/c, 10 dias ap6s
imunizagdo com Spg dos anticorpos quiméricos oDEC/P10, P10 em presenca de 50 pg de Poli I:C, ou
somente com Poli I:C, foram incubados na presenca de 20pg/mL dos peptideos P10 ou TEWETGQI (como
controle negativo). O grafico mostra o nimero de células produtoras de IFN-y por milhdo de esplendcitos. As
barras representam as médiasterros-padrdo de 1 experimento feito em sextupliclata.* representa diferenca
significativa e p<0.05, p<0,01 (**) e p<0,001 (***).
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Figura 24. Células produtoras de IFN-y em animais imunizados com anticorpos quiméricos, em ensaios de
prime e boost. Ensaio de ELISPOT, no qual esplendcitos de camundongos BALB/c, apds duas imunizagdes com
intervalo de 30 dias, com 5ug dos anticorpos quiméricos aDEC/P10, P10 em presenca de 50 pg de p I:C, ou
somente com Poli I:C, e 15 dias ap0s a segunda dose foram incubados na presenca de 20ug/mL dos peptideos
P10 ou TEWETGQI (como controle negativo). O grafico mostra o nimero de células produtoras de IFN-y por
milhdo de esplendcitos. As barras representam as médiasterros-padrdo de 1 experimento feito em sextupliclata.*
representa diferenca significativa e p<0.05, p<0,01 (**) e p<0,001 (***).
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Producéo de citocinas em 6rgdos de animais imunizados com anticorpos quiméricos e
desafiados com leveduras de P. brasiliensis.

Como verificamos que a imunizacdo gerou uma resposta especifica contra o peptideo
P10, decidimos desafiar os animais imunizados com leveduras de P. brasiliensis e verificar se
a resposta induzida era capaz de proteger os animais da infec¢do. Para isso, 0s animais foram
imunizados com duas doses de anticorpos quiméricos, ou P10 na presenca de Poly I:C, com
intervalo de 30 dias entre as doses. Apds 30 dias da segunda dose, os mesmos foram
infectados com 1x10° leveduras do fungo pela via intra-traqueal. Os animais foram avaliados
15 e 30 dias apds o desafio, e deles retirados o figado, baco e pulmdes. Esses 6rgdos foram
macerados e 0 sobrenadante coletado para dosagem de ELISA. Verificamos que no bago
houve uma produgdo maior de IFN-y apds 15 dias do desafio, ja ap6s 30 dias, essa citocina
ficou em nivel préximo ao controle Poly I:C. J& a producdo de IL-4 ficou em niveis muito
préximos entre os grupos e entre os dias (Figura 25).

No figado, entretanto, somente o grupo controle se destacou em relacdo aos outros
grupos com maior producdo de IFN-y, ¢ a produgdo de IL-4 foi menor nos grupos imunizados
com ISO/P10 e P10 em relacdo ao Poly I:C (Figura 26). No pulmdo, o sitio principal de
infeccdo, verificamos que os animais vacinados com aDEC/P10 tiveram alta produgdo de
IFN-y ap6s 30 dias do desafio em relagdo ao controle onde foi administrado somente poly 1:C
(Figura 27). A concentracdo da citocina em relagdo aos outros 6rgdos também foi muito
maior, em torno de 40.000 pg/g de 6rgdo no pulmao, enquanto ficou préximo de 200 pg/g de
orgdo no baco, e 3.000 pg/g de 6rgdo no figado. A concentracdo de IL-4 no pulmao também
foi maior nos grupos imunizados com aDEC/P10 e 1SO/P10 quando comparados ao controle

nos quais foram administrados somente o adjuvante.
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Figura 25. Producdo de IFN-y e Il-4 em ba¢o de animais imunizados e desafiados com P. brasiliensis.
Niveis de IFN-y (A) e IL-4 (B) produzidos pelo bago, por grama de 6rgdo, dos animais imunizados com
oaDEC/P10, ISO/P10, P10 na presenca de p 1:C e desafiados com 1x10° leveduras de P. brasiliensis. As citocinas
foram detectadas por ELISA no 15° e 30° dias apds o desafio. Os resultados apresentam as médias + DP obtidos
nos diversos tempos de infeccdo. A andlise estatistica foi realizada pelo Two-Way ANOVA, e mdltiplas
comparacOes pelo teste de Bonferroni. O nivel de significancia admitido foi de p<0,05 (*), p<0,01 (**) e
p<0,001 (***).
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Figura 26. Producéo de IFN-y e IL-4 em figado de animais imunizados e desafiados com P. brasiliensis.
Niveis de IFN-y (A) e IL-4 (B) produzidos pelo figado, por grama de 6rgdo, dos animais imunizados com
aDEC/P10, ISO/P10, P10 na presenca de p I:C e desafiados com 1x10° leveduras de P. brasiliensis. As citocinas
foram detectadas por ELISA no 15° e 30° dias apds o desafio. Os resultados apresentam as médias + DP obtidos
nos diversos tempos de infeccdo. A andlise estatistica foi realizada pelo Two-Way ANOVA, e mdltiplas
comparacOes pelo teste de Bonferroni. O nivel de significancia admitido foi de p<0,05 (*), p<0,01 (**) e

p<0,001 (***).
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Figura 27. Producéo de IFN-y e IL-4 em pulméo de animais imunizados e desafiados com P. brasiliensis.
Niveis de IFN-y (A) e IL-4 (B) produzidos pelo pulmao, por grama de érgdo, dos animais imunizados com
aDEC/P10, ISO/P10, P10 na presenca de pl:C e desafiados com 1x10° leveduras de P. brasiliensis. As citocinas
foram detectadas por ELISA no 15° e 30° dias apds o desafio. Os resultados apresentam as médias + DP obtidos
nos diversos tempos de infeccdo. A andlise estatistica foi realizada pelo Two-Way ANOVA, e mdltiplas
comparacOes pelo teste de Bonferroni. O nivel de significancia admitido foi de p<0,05 (*), p<0,01 (**) e
p<0,001 (***).

Producédo de citocinas em drgaos de animais infectados com P. brasiliensis e tratados
com anticorpos quiméricos.

Avaliamos a produgdo das citocinas IFN-y, IL-4 e 1L-10 no figado, baco e pulmdes
dos camundongos 10 dias apos o término do tratamento. No bago verificamos que a producéo
de IFN-y ¢ IL-4 ndo diferiu entre os grupos de tratamento, mas a producéo de IL-10 foi menor

no grupo tratado com o anticorpo quimérico aDEC/P10 na presenca de adjuvante, em relagao
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ao grupo tratado com o peptideo P10 na presenca de adjuvante, porém sem utilizar a
estratégia do direcionamento através do anticorpo (Figura 28).

Ja no figado, ha uma maior producdo tanto de IFN-y quanto de IL-4 nos grupos
tratados com aDEC/P10 em relagao aos demais (Figura 29).

No pulmao, que é o 6rgdo onde o fungo preferencialmente se instala, verificamos que
a producdo de IFN-y e IL-10 é menor nos grupos tratados com o0 nosso anticorpo, e, em

relacdo a IL-4, ndo houve diferenca entre os grupos (Figura 30).
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Figura 28. Niveis de citocinas produzidas pelo bago de camundongos BALB/c infectados com P.
brasiliensis e tratados com anticorpos quiméricos. As citocinas IFN-y (A), IL-4 (B) e IL-10 (C) foram
detectados em homogenatos de baco de camundongos (n=8) infectados com 1x10° leveduras de P. brasiliensis e
tratados com 3 doses de anticorpos quiméricos (aDEC/P10, oDECvazio e ISO/P10) ou o peptideo P10 na
presenca de adjuvante pl:C. Os grupos controles receberam ou somente o adjuvante ou PBS. Todos 0s grupos
foram eutanasiados 10 dias apds o tratamento. A analise estatistica foi realizada pelo One-Way ANOVA, e as
multiplas comparacgdes pelo teste de Tukey. O nivel de significancia admitido foi de p<0,05, sendo **: p<0,01;
***:p<0,001, ambos em relagdo ao grupo P10.
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Figura 29. Niveis de citocinas produzidas pelo figado de camundongos BALB/c infectados com P.
brasiliensis e tratados com anticorpos quiméricos. As citocinas IFN-y (A), IL-4 (B) e IL-10 (C) foram
detectados em homogenatos de figado de camundongos (n=8) infectados com 1x10° leveduras de P. brasiliensis
e tratados com 3 doses de anticorpos quiméricos (¢DEC/P10, aDECvazio e 1SO/P10) ou o peptideo P10 na
presenca de adjuvante pl:C. Os grupos controles receberam ou somente o adjuvante ou PBS. Todos 0s grupos
foram eutanasiados 10 dias apds o tratamento. A analise estatistica foi realizada pelo One-Way ANOVA, e as
multiplas comparaces pelo teste de Tukey. O nivel de significancia admitido foi de p<0,05, sendo *: p<0,05;
**: p<0,01; ***:p<0,001, em relacdo ao grupo aDEC/P10.
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Figura 30. Niveis de citocinas produzidas pelo pulmdo de camundongos BALB/c infectados com P.
brasiliensis e tratados com anticorpos quiméricos. As citocinas IFN-y (A), IL-4 (B) e IL-10 (C) foram
detectados em homogenatos de pulméo de camundongos (n=8) infectados com 1x10° leveduras de P. brasiliensis
e tratados com 3 doses de anticorpos quiméricos (¢DEC/P10, aDECvazio e 1SO/P10) ou o peptideo P10 na
presenca de adjuvante pl:C. Os grupos controles receberam ou somente o adjuvante ou PBS. Todos 0s grupos
foram eutanasiados 10 dias apds o tratamento. A analise estatistica foi realizada pelo One-Way ANOVA, e as
multiplas comparaces pelo teste de Tukey. O nivel de significancia admitido foi de p<0,05, sendo *: p<0,05;

**: n<0,01; ***:p<0,001.
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Redugdo da carga fungica em animais tratados com o anticorpo quimérico
aDEC205/P10.

A fim de comprovar a eficacia do anticorpo quimeérico realizamos a contagem de
unidades formadoras de col6nias apds o tratamento, e também analisamos cortes histol6gicos
dos tecidos.

N&o identificamos leveduras nos cortes histologicos de figado e baco. Nos cortes
histologicos de pulmdo pudemos observar que em camundongos controles, ndo tratados,
apresentaram uma grande presenca de fungos viaveis acompanhados com um intenso
infiltrado inflamatorio (Figura 31F). Entretanto, quando esses animais foram tratados com o
anticorpo aDEC205/P10 nao foi mais possivel encontrar fungos vidveis, observamos também
uma diminuicdo significativa do processo inflamatorio, assemelhando-se a um aspecto
tecidual de animais ndo infectados (Figura 31A). Foi também possivel observar que 0s outros
tratamentos ndo foram eficazes em controlar a infecgdo fungica pulmonar (Figura 31B — 31E).

Nosso principal achado foi nos ensaior de UFC, nos quais verificamos menor carga
fangica nos animais tratados com o anticorpo quimérico em comparacgéo aos controles (Figura
32). Somados, esses resultados demonstraram a eficiéncia do anticorpo aDEC205/P10 no

controle da infecgdo pulmonar pelo P. brasiliensis.
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Figura 31. Reducéo do infiltrado inflamatério pulmonar em camundongos infectados com P. brasiliensis e
tratados com aDEC/P10. Os grupos experimentais foram infectados por via i.t. com 1x10° leveduras de P.
brasiliensis e, apds 45 dias, foram tratados com 3 doses de anticorpos quiméricos ou seus respectivos controles,
com intervalos de 7 dias entre eles. Dez dias apds o tratamento os animais foram eutanasiados. Os dados
representam o total de 8 animais por grupo. Histologia de sec¢bes de pulmdo de camundongos BALB/c
infectados e tratados: aDEC/P10 (A), aDECvazio (B), Isotipo controle (C), peptideo P10 (D) todos em presencga
de estimulo de maturacéo poli I:C, somente poli I:C (E) e PBS (F). Coloragdo hematoxilina-eosina e Gomori
(aumento foi de 200x).
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Figura 32. Redugéo da carga fungica pulmonar em camundongos infectados com P. brasiliensis e tratados
com aDEC/P10. Os grupos experimentais foram infectados por via i.t. com 1x10° leveduras de P. brasiliensis e,
apos 45 dias, foram tratados com 3 doses de anticorpos quiméricos ou seus respectivos controles, com intervalos
de 7 dias entre eles. Dez dias apds o tratamento os animais foram eutanasiados. Os dados representam o total de
8 animais por grupo. Os nimeros foram expressos em log UFC/g (log nas Unidades formadoras de col6nias por
grama de tecido pulmonar). A andlise estatistica foi realizada pelo One-Way ANOVA, e as mdltiplas
comparac0es pelo teste de Tukey. O nivel de significancia admitido foi de p<0,05, sendo *: p<0,05; **: p<0,01;
***:p<0,001.
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V. Discussao e Consideracoes
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A importancia das infec¢es fungicas aumentou muito devido ao impacto que essas
estdo causando na atualidade. Diversas razbes motivaram o interesse no desenvolvimento de
vacinas contra infeccbes flngicas, como o aparecimento da AIDS (Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida), maior expectativa de vida da populacdo e o aumento da
administracdo de potentes drogas imunossupressoras utilizadas no combate de doengas auto-
imunes, tumores e para prevenir transplantes. Além disso, existe uma crescente necessidade
de investir-se em ferramentas imunoldgicas que possam ser usadas em associacdo ou até
mesmo que sejam capazes de substituir a terapia utilizada atualmente. Na PCM, dados
clinicos e experimentais indicam que a imunidade mediada por células desempenha papel
significativo na defesa do hospedeiro contra a infecgédo por P. brasiliensis, resultando na
formacgdo de granulomas compactos, que limitam a infeccdo. Iniciamos o trabalho com a
intencdo de produzir anticorpos quiméricos, com o objetivo de direcionar a proteina gp43 de
P. brasiliensis para DCs. Como ja mostrado anteriormente para outros antigenos, 0 processo
de direcionamento acompanhado de um estimulo de maturacdo para DCs, como Poly I:C e
aCDA40, tem levado a uma resposta imune protetora em alguns modelos experimentais.

Encontramos, no entanto, alguns problemas ao trabalharmos com a gp43. O primeiro
deles foi que o clone selecionado continha um intron na sequéncia da gp43. Para
contornarmos, amplificamos separadamente as por¢des anterior e posterior ao intron, e depois
com um PCR, unimos as duas por¢des. No entanto, ao comegarmos a producdo dos
anticorpos hibridos ndo detectavamos os mesmos no sobrenadante da cultura celular ap6s 7
dias (periodo utilizado para os outros anticorpos hibridos produzidos no laboratério de
Direcionamento de Antigenos — Parasitologia ICB). Repetimos algumas vezes a transfeccédo
transiente das células HEK 293T, fazendo pequenas alteracbes no protocolo, e nenhuma
diferenca foi vista. Dessa forma, ap06s o periodo de transfeccéo, recolhemos o sobrenadante e
lisamos as células. Em gel de SDS-PAGE e Western Blot, confirmamos que 0s anticorpos
produzidos permaneciam, de alguma forma, ligados a membrana celular. Esse achado foi
muito importante para entendermos a auséncia de resultados. Repetimos entéo a transfecgéo
em maior escala, e verificamos que apds a lise, havia uma reducdo drastica no rendimento dos
anticorpos produzidos, dificultando muito a produgéo dos mesmos para ensaios em animais.
Antes de tentarmos otimizar o processo, decidimos verificar a viabilidade desses anticorpos
purificados apos lise celular, e sua capacidade de se ligar especificamente as DCs e 0 que
vimos foi que, ao final de toda essa manipulag&o, o sitio de ligacdo deve ter se alterado, ja que
esses anticorpos perderam sua capacidade de se ligar ao receptor DEC205.
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Por isso iniciamos experimentos para a producdo de anticorpos quiméricos ligados ao
P10, descrito anteriormente como um epitopo para células T CD4" (Taborda et al., 1998).
Alguns trabalhos véem mostrando a capacidade desse peptidio em gerar uma resposta imune
contra P. brasiliensis em diferentes preparacdes (adjuvante completo de Freund, flagelina
FIiC de Salmonella entérica) (Taborda et al, 1998; Braga et al., 2009). Apos os testes de
caracterizagdo do anticorpo, verificamos que os anticorpos aDEC/P10 eram capazes de se
ligar especificamente e de forma dose-dependente ao seu receptor em DCs.

Iniciamos a imunizagdo dos animais com 5 pg de aDEC/P10 e 50 ug de Poly I:.C e
verificamos que o direcionamento foi capaz de estimular, ap6s 10 dias, uma resposta por
células T CD4" evidenciada pelo teste de ELISPOT, no qual detectamos as células produtoras
de IFN-y. Essa resposta foi significantemente maior que em animais nos quais administramos
20 pg de P10, também na presenga de Poly I:C. E importante observar ainda que a dose
utilizada de P10 foi 4 vezes maior que do anticorpo quimérico, o que resulta em uma dose em
torno de 200 vezes maior de P10 administrado em relagéo a concentracdo de P10 existente em
fusdo com o anticorpo, evidenciando ainda mais o efeito do direcionamento na resposta ao
peptidio administrado. Entretanto, como demos uma segunda dose, 0s animais que receberam
P10 conseguiram manter sua resposta por células produtoras de IFN-y, enquanto os animais
que receberam o anticorpo hibrido, tiveram uma resposta proxima ao controle (animais que
receberam duas doses do adjuvante Poly I:C).

Com o intuito de verificar se a resposta visualizada primeiramente era capaz de
exercer protecdo aos animais, fizemos o desafio com P. brasiliensis dos animais imunizados
com duas doses e dosamos as citocinas de macerados de 6rgdos. Verificamos, entretanto que
apos 15 e 30 dias do desafio, a doenga ndo deve ainda ter se disseminado para o figado e baco,
ja que a producdo de citocinas por grama de 6rgdo, ou se manteve muito baixa, ou ndo
apresentou diferencas entre os grupos de animais e dias de analise. J& no tecido pulmonar,
verificamos uma intensa producdo de citocinas, sendo que 0s grupos imunizados com
aDEC/P10 e seu controle isotipico induziram grande quantidade de IFN-y e IL-4 ap0s 30 dias
de desafio. A producéo sustentada de IFN-y esta relacionada a resisténcia a PCM (KASHINO
et al., 2001), embora ja tenha sido mostrado que animais susceptiveis produzem a citocina no
inicio da infeccdo (CANO etl al., 1995; Cano et al., 2000). A presenca da citocina IL-4 pode
sugerir o inicio de uma regulacdo da resposta imune ao fungo, que € um evento importante, ja
gue grande parte dos aspectos clinicos da PCM estdo relacionados a uma resposta imune
exacerbada ao fungo, com destruicdo tecidual e posterior fibrose do tecido. A IL-4 também

estd relacionada a uma resposta ndo protetora, entretanto, uma resposta imune muito
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prolongada e exacerbada € prejudicial ao organismo, ja que pode levar a destruicdo tecidual
no sitio inflamado. Arruda et al. (2004) mostram que a IL-4 pode exercer diferentes papéis na
PCM pulmonar, dependendo do padrdo genético do hospedeiro. Deplecdo de IL-4 em
camundongos geneticamente susceptiveis B10. A levou ao aumento da carga flngica
pulmonar, enquanto que a deplecdo in vivo de IL-4 end6gena em modelo de PCM em
C57BL/6 (sensibilidade intermediaria ao P. brasiliensis) foi menos grave, sendo associada
com o aumento da producdo de TNF-a e IL-12 e com a diminui¢éo da secre¢do de IL-4 e IL-
5. Esses resultados sdo diferentes dos mostrados para outras micoses sistémicas, como
candidiases, histoplasmose e coccidioidomicoses, nos quais a deple¢do in vivo de IL-4 induz
imunoprotecdo e uma polarizacdo para respostas Thl maior que Th2. Uma explicacdo é que a
IL-4 ndo é o principal mediador que governa a susceptibilidade na PCM em camundongos
B10.A. Os efeitos antagonicos de IL-4 em hospedeiros diferentes geneticamente demonstram
que varios mecanismos imunoldgicos podem levar a suscetibilidade & infecgdo pulmonar por
P. brasiliensis e, mais do que isso, o paradigma Th1-Th2 ndo explica todos 0os mecanismos
imunoldgicos que determinam a evolucdo da doenca (ARRUDA et al., 2004).

Nos ensaios de terapia, nossos resultados demonstraram boa evolugédo clinica durante
o tratamento com o anticorpo quimérico aDEC205/P10, comprovados pela diminuicao da
carga fangica pulmonar, tecido histopatolégico com auséncia de infiltrado inflamatério e
niveis de citocinas pulmonares basais. Os resultados obtidos por De Amorin et al. 2013, no
qual utilizaram uma vacina de DNA (pcDNA3-P10), citocinas relacionadas ao padrdo Thl
permaneceram altas durante o tratamento, além do aumento também da IL-10, e com esse
perfil de citocinas, embora diferente dos encontrados no nosso trabalho, também tenham
encontraram boa evolugdo com o tratamento. Ferreira et al., 2007, propde que o P.
brasiliensis induz DCs reguladoras em camundongos suscetiveis, 0 que promove a producao
de IL-10 e contribui para a susceptibilidade de camundongos & infec¢do. Acredita-se nesse
caso, que as celulas reguladoras tenham sido as responsaveis pela histopatologia normal do
tecido tratado. E importante ressaltar, que no inicio da infecgdo, o padro de Thl é importante
na resposta ao fungo, mas por tempos prolongados, a inflamacao exacerbada pode danificar o
tecido, e muitas vezes, essa € a causa relacionada ao agravamento da doenga, com fibrose
pulmonar, e perda da fungéo do tecido. Ja Rittner et al, 2012 somente demonstrou o retorno
do tecido ao normal, com, apos a administracdo de 7 doses de DNA de P10 e IL-12 ao longo
de 6 meses de tratamento.

O baixo nivel de citocinas pro-inflamatorias no 6rgdo ap6s o tratamento, 0 menor

tempo do mesmo e apenas trés doses, além de seguranca e eficacia do anticorpo aDEC205 em
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estudos em humanos, sdo vantagens para a utilizacdo do anticorpo quimeérico cDECP10 em
relacdo aos estudos mais recentes utilizando o peptideo P10. Esses resultados sé&o
promissores, e com eles surgem novos questionamentos sobre qual o mecanismo utilizado
para combater a doenca e quais sdo as células que medeiam essa resposta gerada pelo
aDECP10.
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V1. Conclusoes
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v Foram contruidos os anticorpos quiméricos fusionados a gp43 e ao P10, no entanto
somente os fusionados ao P10 foram capazes de se ligar especificamente ao receptor DEC-
205.

v Os resultados obtidos no protocolo de vacinagdo com o anticorpo aDEC/P10,
mostraram que o pulmao, o sitio principal de infeccdo, apresentou elevada producédo de IFN-y

e IL-4 apo6s 30 dias do desafio em relacdo aos animais controle (somente poly I:C).

v Além disso, no protocolo de terapia com o0s anticorpos quiméricos, verificamos que 0s
pulmdes dos animais apresentaram niveis de citocinas basais, auséncia de infiltrado

inflamatorio e diminuicdo da carga fungica.

v Nossos resultados em conjunto, indicam que direcionamento do P10 através do
anticorpo quimérico aDEC/P10, na presenca de Poly I:C, é uma estratégia promissora para 0

tratamento da PCM causada por P. brasiliensis.
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Programa de Aperfeicoamento de Ensino - PAE - Estagio em Docéncia junto a
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disciplina de graduagdo FBC0517 - "Diagndstico Laboratorial das Doencas Infecciosas
e Parasitarias".

Centro de Ensino Superior de Maringa, CESUMAR, Brasil.

Vinculo institucional
2007 - 2010
Atividades
01/2007 - Atual

Vinculo: LIvre, Enquadramento Funcional: Aluno de Especializagao

Outras atividades técnico-cientificas , Farmacia, .

Atividade realizada
Especialiazacao em Farmacologia para profissionais da Saude.

Universidade Estadual de Maringa, UEM, Brasil.

Vinculo institucional
2003 - 2007
Atividades

06/2006 - 06/2007

07/2003 -12/2006

06/2005 -06/2006

02/2005-12/2005

08/2005 - 08/2005

06/2003 -10/2003

Linhas de pesquisa
1.

Projetos de pesquisa
2010 - Atual

Vinculo: Livre, Enquadramento Funcional: .

Pesquisa e desenvolvimento , Centro de Ciéncias da Saude, Departamento de
Analises Clinicas.

Linhas de pesquisa
Capacidade de adesdo de leveduras identificadas como Candida glabrata e
caracterizacdo de superficies inertes

Pesquisa e desenvolvimento , Centro de Ciéncias da Salide, Departamento de
Andlises Clinicas.

Linhas de pesquisa
Qualidade microbioldgica de vegetais prontos para o consumo

Pesquisa e desenvolvimento , Centro de Ciéncias da Saude, Departamento de
Analises Clinicas.

Linhas de pesquisa
Estudo da aderéncia de fungos isolados de alimentos sobre superficies utilizadas em
cozinhas

Extensdo universitaria , Centro de Ciéncias da Salde, Departamento de Enfermagem.

Atividade de extensdo realizada
"Promovendo a vida na Vila Esperanga" com duragao de 99horas/aula.

Estagios , Centro de Ciéncias da Salde, .

Estagio realizado
Atuacdo como monitora no Evento de extensdo "II Maratona de Revezamento Volta
de Maringa. Pare de fumar correndo".

Estagios , Centro de Ciéncias da Salde, Departamento de Analises Clinicas.

Estagio realizado
"Préticas Laboratoriais em Micologia Médica" com duragao de 144 horas.

Estudo da aderéncia de fungos isolados de alimentos sobre superficies utilizadas em
cozinhas

Qualidade microbioldgica de vegetais prontos para o consumo

Capacidade de adesdo de leveduras identificadas como Candida glabrata e
caracterizagdo de superficies inertes

Direcionamento de gp43 recombinante para células dendriticas in vivo: uma nova
estratégia para o desenvolvimento de vacina na paracoccidioidomicose.

Situagdo: Em andamento; Natureza: Pesquisa.

Alunos envolvidos: Doutorado: (1) .

Integrantes: Suelen Silvana dos Santos - Coordenador / Karen Spadari Ferreira -
Integrante / Sandro Rogério de Almeida - Integrante / Carlos Pelleschi Taborda -
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2008 - 2010

2006 - 2007

2005 - 2006

2003 - 2006

Revisor de periddico
2014 - Atual

Areas de atuacao
1.

Idiomas

Inglés

Prémios e titulos

2013
2012

Producoes

Curriculo do Sistema de Curriculos Lattes (Suelen Silvana dos Santos)

Integrante / Silvia Beatriz Boscardin - Integrante.

Anadlise da capacidade migratdria e da ativagdo de linfocitos T CD4+ por células
dendriticas na paracoccidioidomicose experimental

Situagdo: Concluido; Natureza: Pesquisa.

Integrantes: Suelen Silvana dos Santos - Coordenador.
Financiador(es): Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo - Bolsa.
Numero de produgdesC, T & A: 1

Capacidade de adesdo de leveduras identificadas como Candida glabrata e
caracterizagdo de superficies inertes

Situagdo: Concluido; Natureza: Pesquisa.
Alunos envolvidos: Graduagdo: (1) / Mestrado académico: (1) / Doutorado: (1) .

Integrantes: Suelen Silvana dos Santos - Coordenador.
Financiador(es): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico -
Bolsa.

Estudo da aderéncia de fungos isolados de alimentos sobre superficies utilizadas em
cozinhas

Situagdo: Concluido; Natureza: Pesquisa.
Alunos envolvidos: Mestrado académico: (1) Doutorado: (1) .

Integrantes: Suelen Silvana dos Santos - Coordenador.
Financiador(es): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico -
Bolsa.

Qualidade microbioldgica de vegetais prontos para o consumo

Situagdo: Concluido; Natureza: Pesquisa.

Integrantes: Suelen Silvana dos Santos - Coordenador.

Periodico: Revista Brasileira de Pesquisa em Saude

Grande &rea: Ciéncias da Satide / Area: Farmécia / Subérea: Imunologia das
Micoses.

Grande area: Ciéncias da Satde / Area: Farmdcia / Subdrea:
Microbiologia/Especialidade: Micologia médica.

Grande drea: Ciéncias da Salide / Area: Farméacia / Subarea:
IMUNOLOGIA/Especialidade: Imunologia Basica.

Grande area: Ciéncias da Salide / Area: Farméacia / Subarea:
Microbiologia/Especialidade: Microbiologia de Alimentos.

Compreende Bem, Fala Bem, L& Bem, Escreve Bem.

Best poster prize, 1st International Meeting on Sporothrix and Sporotrichosis.

Poster Award (ISHAM 2012) - Basic Mycology., International Society of Human and
Animal Mycology.
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Producao bibliografica

Citagbes
Web of Science m
Total de trabalhos: 2Total de citagdes: 3 Fator H:1

Santos, Suelen S Data: 25/04/2014

Artigos completos publicados em periédicos

Ordenar por

Ordem Cronolégica v

1. 57 Ferreira, Karen S. ; SANTOS, Suelen Silvana dos ; Maranhdo, Andrea Q. ; Garcia, Maria C. C. ; Brigido,
Marcelo M. ; Lopes, José D. ; Almeida, Sandro R. . Dendritic Cells Transfected with scFv from Mab 7.B12 Mimicking Original
Antigen gp43 Induces Protection against Experimental Paracoccidioidomycosis. Plos OnelCR, v. 6, p. 15935, 2011.

Citagbes: WEE OF SCIEMCE™ 1 | SCLGPUS 1

2. 57 Silvana dos Santos, Suelen ; Ferreira, Karen Spadari ; Almeida, Sandro Rogerio . Paracoccidioides brasilinsis-
Induced Migration of Dendritic Cells and Subsequent T-Cell Activation in the Lung-Draining Lymph Nodes. Plos OnelCR, v. 6,
p. €19690, 2011.

Citagdes: WEE OF SCIEMCE™ 2 | SCLGPUS 3

3. 5r CALSINI, Tais R S ; SVIDZINSKI, Terezinha I E ; SANTOS, Suelen Silvana dos ; MIKCHA, Jane M G . Fungos em
alimentos de origem vegetal / Fungi in foods of plant origin. Higiene Alimentar, v. 22, p. 40-43, 2008.

Citagoes: SCLEPUS 1

Resumos expandidos publicados em anais de congressos

1. SANTOS, Suelen Silvana dos ; CAMACHO, Daiane P ; SVIDZINSK, Terezinha I E . Influéncia da clorexidina sobre a
hidrofobicidade e aderéncia em cateter urinario de Candida glabrata. In: XVI Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica, 2007,
Maringd. XVI Encontro Anula de Iniciagdo Cientifica, 2007.

2. SANTOS, Suelen Silvana dos ; CALSINI, TaisR S ; SVIDZINSK, Terezinha I E . Estudo da aderéncia de Cladosporium
cladosporioides e Candida glabrata isolados de alimentos sobre superficies utilizadas em cozinha. In: XV Encontro anual de
Iniciacdo Cientifica e VI encontro de pesquisa da UEPG, 2006, Ponta Grossa. XV Encontro Anual de iniciagdo Cientifica, 2006.

3. SANTOS, Suelen Silvana dos ; SVIDZINSKI, Arthur e ; VANDRESEN, Daniela S ; SHINOBU, C. S. ; NEGRI, M. F. N. ;
CAMPANHA, A. M. ; SVIDZINSK, Terezinha I E . InfecgOes de pele e unha causadaspor Prototheca sp. In: I Congresso de
Farmécia de Maringa, 2006, Maringa. Arquivos do Mudi, 2006. v. 11.

4. SVIDZINSKI, Arthur e ; CAMPANHA, A. M. ; SANTOS, Suelen Silvana dos ; MALUF, M. F. ; NEGRI, M. F. N. ;
SVIDZINSK, Terezinha I E . Micose Superficial Causada por Microsporum Canis: Andlise de Dois Casos. In: I Congresso
Internacional de Salude, V Seminario Cinetifico do CCS e XVIII Semana de Integragdo de Farmdcia, 2005, Maringa. I Congresso
Internacional de Saude, V Seminario Cientifico do CCS e XVIII Semana de Integracdo de Farmacia, 2005.

Resumos publicados em anais de congressos

1. %Y santos, Suelen S. ; RAMPAZO, E. ; FERREIRA, K. S. ; TABORDA, C. P. ; BOSCARDIN, S. B. ; ALMEIDA, S. R. .
Targeting the P10 peptide to maturing dendritic cells via the DEC-205 receptor in vivo: A new vaccine strategy against
Paracoccidioidomycosis. In: ISHAM 2012, 2012, Berlin. Mycoses - Diagnosis, Therapy and Prophylaxis of Fungal Diseases.
Berlin: Wiley-Blakwell Verlag, 2012. v. 55.
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2. FERREIRA, K. S.; BRIGIDO, M. M. ; GHOSN, E. E. B. ; MARANHAOQ, A. Q. ; SANTOS, Suelen Silvana dos ; ALMEIDA,
S. R. . Immunization with pMAC/PS-scFv plasmid recruit dendritic cells into lymph nodes. In: Keystone Symposia on Molecular
and Cellular Biology, 2009, Banff. Pattern Recognition Molecules and Immune Sensors of Pathogens, 2009.

3. “-;.’ SANTOS, Suelen Silvana dos ; GHOSN, E. E. B. ; FERREIRA, K. S. ; ALMEIDA, S. R. . Characterization of dendritic
cells from broncoalveolar lavage after experimental infection with Paracoccidioides brasiliensis. In: The 17th Congress of the
International Society for Human and Animal Mycology, 2009, Tokyo. Medical Mycology in the 21st century: Scientific Base and
Anticipated Challenges, 2009.

4. SANTOS, Suelen Silvana dos ; GHOSN, E. E. B. ; FERREIRA, K. S. ; ALMEIDA, S. R. . Characterization of dendritic cells
from bronchoalveolar lavage after experimental infection with Paracoccidioides brasiliensis. In: XIV SEMANA FARMACEUTICA
DE CIENCIA E TECNOLOGIA/ XLIV Semana Universitaria Paulista de Farmécia e Bioquimica/ Simpésio Anual de Pesquisa em
Ciéncias Farmacéuticas, 2009, Sdo Paulo. Brazlian Journal of Pharmaceutical Sciences, 2009. p. 48.

5. NOAL, V.R.; SOUSA, M. G. T. ; SANTOS, Suelen Silvana dos ; GHOSN, E. E. B. : FERREIRA, K. S. ; ALMEIDA, S. R. .
Ativation of lymphocytes TCD4+ by lymphocytes B-1. In: XIV SEMANA FARMACEUTICA DE CIENCIA E TECNOLOGIA/ XLIV
Semana Universitaria Paulista de Farmacia e Bioquimica/ Simpdsio Anual de Pesquisa em Ciéncias Farmacéuticas, 2009, Sao
Paulo. Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences, 2009.

6. SANTOS, Suelen Silvana dos ; FERREIRA, K. S. ; ALMEIDA, S. R. . Andlise da capacidade migratoria decélulas dendriticas
na Paracoccidioidomicose experimental. In: 250 CONGRESSO BRASILEIRO DE MICROBIOLOGIA, 2009, Porto de Galinhas. 25°
CONGRESSO BRASILEIRO DE MICROBIOLOGIA, 2009.

7. NOAL, V.R.; SANTOS, Suelen Silvana dos ; ALMEIDA, S. R. . Capacidade de migragdo de linfocitos B-1apds infecgdo
intraperitoneal com leveduras de Paracoccidioides brasiliensis. In: 256 CONGRESSO BRASILEIRO DE MICROBIOLOGIA, 2009,
Porto de Galinhas. Microbiologia in foco, 2009.

8. FERREIRA, K. S. ; BRIGIDO, M. M. ; MARANHAO, A. Q. ; SANTOS, Suelen Silvana dos ; ALMEIDA, S. R. . Imunizagdo
com o plasmideo pMAC/Ps contendo o fragmento scFv obtido a partir do mab anti-idiotipico AB2-beta, mimetiza o antigeno
gp43 de Paracoccidioides brasiliensis recruta células dendriticas nos linfonodos. In: 25° CONGRESSO BRASILEIRO DE
MICROBIOLOGIA, 2009, Porto de Galinhas. Microbiologia in foco.

9. SANTOS, Suelen Silvana dos ; CALSINI, TaisR S ; PATUSSI, E. V. ; SVIDZINSK, Terezinha I E . Estudo de aderéncia de
Cladosporium sp isolado de alimentos sobre superficies utilizadas em cozinha. In: 20 Congresso de Ciéncias Farmacéuticas de
Cascavel e 2° Simposio em Ciéncia e tecnologia de Aliemntos do Mercosul, 2006, Cascavel. 2° Congresso de Ciéncias
Farmacéuticas de Cascavel e 2° Simpdsio em Ciéncia e tecnologia de Aliemntos do Mercosul, 2006.

10. SVIDZINSKI, Arthur e ; SANTOS, Suelen Silvana dos ; VANDRESEN, Danilea S ; CZAMANSKI, Mariana P ;
SVIDZINSKI, Terezinha I E . Presenca de fungos contaminantes em macganetas de portas de laboratdrio. In: VII SEmana de
Artes, IV Mostra do Museu Dinamico Interdisciplinar, II Mostra Integrada de Ensino Pesquisa e extensdo e V Simpdsio da
APADEC, 2004, MAringa. VII SEmana de Artes, IV Mostra do Museu Dinamico Interdisciplinar, II Mostra Integrada de Ensino
Pesquisa e extensao e V Simpdsio da APADEC, 2004.

11. CALSINI, TaisR S ; SANTOS, Suelen Silvana dos ; MIKCHA, Jane M G ; ROMANO, Ana C B ; MATUMOTO, Renata ;
BIDOIA, Aparecida D ; SVIDZINSKI, Terezinha I E . Flora fUngica encontrada em couve minimamente processada
comercializada na regido de Maringa. In: VII SEmana de Artes, IV Mostra do Museu Dinamico Interdisciplinar, II Mostra
Integrada de Ensino Pesquisa e extensao e V Simpdsio da APADEC, 2004, maringd. VII SEmana de Artes, IV Mostra do Museu
Dindmico Interdisciplinar, II Mostra Integrada de Ensino Pesquisa e extensdo e V Simposio da APADEC, 2004.

12. CALSINI, TaisR S ; SANTOS, Suelen Silvana dos ; MIKCHA, Jane M G ; ROMANO, Ana C B ; MATUMOTO, Renata ;
BIDOIA, Aparecida D ; SVIDZINSKI, Terezinha I E . Contaminago fungica em vegetais minimamente processados. In: II VII
SEmana de Artes, IV Mostra do Museu Dinamico Interdisciplinar, Mostra Integrada de Ensino Pesquisa e extensdo e V Simpdsio
da APADEC, 2004, Maringa. II VII SEmana de Artes, IV Mostra do Museu Dindmico Interdisciplinar, Mostra Integrada de Ensino
Pesquisa e extensao e V Simpdsio da APADEC, 2004.

13. SANTOS, Suelen Silvana dos ; CALSINI, TaisR S ; MIKCHA, Jane M G ; ROMANO, Ana C B ; MATUMOTO, Renata ;
BIDOIA, Aparecida D ; SVIDZINSKI, Terezinha I E . Qualidade e seguranga microbioldgica de vegetais minimamente
processados ap6s armazenamento em refrigeragdo. In: VII SEmana de Artes, IV Mostra do Museu Dinamico Interdisciplinar, II
Mostra Integrada de Ensino Pesquisa e extensdo e V Simposio da APADEC, 2004, Maringa. VII SEmana de Artes, IV Mostra do
Museu Dinamico Interdisciplinar, II Mostra Integrada de Ensino Pesquisa e extensdo e V Simposio da APADEC, 2004.
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14. CALSINI, TaisR'S ; SANTOS, Suelen Silvana dos ; MIKCHA, Jane M G ; MATUMOTO, Renata A ; ROMANO, AnaC B;
ROBERTO, Andréia C B S ; SVIDZINSKI, Terezinha I E . Aspectos higiénico-sanitarios de couve minimamente processada
comercializada na regido de Maringa-PR. In: 1° Congresso de Ciéncias Farmacéuticas de Cascavel-PR e 1° Simpdsio em Ciéncias
de Alimentos do Mercosul, 2004, Cascavel. 1° Congresso de Ciéncias Farmacéuticas de Cascavel-PR e 1° Simpdsio em Ciéncias
de Alimentos do Mercosul, 2004. p. 68.

15. SVIDZINSKI, Arthur e ; SANTOS, Suelen Silvana dos ; VANDRESEN, Daniela S ; CZAMANSKI, Mariana P ;
SVIDZINSKI, Terezinha I E . Leveduras isoladas de maganetas de portas de laboratdrio. In: XVII Semana De Integracdo De
Farméacia UEM: Nossa Pérola, 2003, Maringa. XVII Semana De Integracdo De Farmacia UEM: Nossa Pérola, 2003.

16. CALSINI, TaisR S ; SANTOS, Suelen Silvana dos ; MIKCHA, Jane M G ; ROMANO, Ana C B ; MATUMOTO, Renata ;
BIDOIA, Aparecida D ; SVIDZINSKI, Terezinha I E . Avaliacdo do prazo de validade de vegetais minimamente processados
usando fungos como indicadores. In: XVII Semana De Integracdo De Farmacia UEM: Nossa Pérola, 2003, Maringa. XVII Semana
De Integragdo De Farmacia UEM: Nossa Pérola, 2003.

17. SVIDZINSKI, Arthur e ; SANTOS, Suelen Silvana dos ; VANDRESEN, Danilea S ; CZAMANSKI, Mariana P ;
SVIDZINSKI, Terezinha I E . Fungos filamentosos isolados de maganetas de portas de laboratdrio. In: XVII Semana De
Integracdo De Farmacia UEM: Nossa Pérola, 2003, MAringa. XVII Semana De Integracdo De Farmécia UEM: Nossa Pérola, 2003.

18. CALSINI, TaisR S ; SANTOS, Suelen Silvana dos ; MIKCHA, Jane M G ; ROMANO, Ana C B ; MATUMOTO, Renata A ;
BIDOIA, Aparecida D ; SVIDZINSKI, Terezinha I E . Flora fiingica em vegetais minimamente processados. In: IV Seminario
Cientifico do Centro de Ciéncias da Saude: A saide do homem na perspectiva do novo milénio, 2003, Maringa. IV Seminario
Cientifico do Centro de Ciéncias da Saude: A saide do homem na perspectiva do novo milénio, 2003.

Artigos aceitos para publicacao
1. Kaihami G.H ; Almeida J.R.F ; Santos, Suelen S. ; Soares Netto L.E ; ALMEIDA, S. R. ; Baldini R.L . Involvement of a 1-Cys
Peroxiredoxin in Bacterial Virulence. PLoS Pathogens (Online) ICR, 2014.

2. VARGAS, G. ; ROCHA, 1. D. B. ; ALBUQUERQUE, P. C. ; FRASES, S. ; Santos, Suelen S. ; NOSANCHUK, 1. D. ;
MEDEIROS, L. C. S. ; MIRANDA, K. R. ; SOBREIRA, T. ; NAKAYASU, E. S. ; ALMEIDA, 1. C. ; CASADEVALL, A. ;
RODRIGUES, M. L. ; FREIRE-DE-LIMA, C. G. ; NIMRICHTER, L. . Compositional and immunobiological analyses of extracellular
vesicles released by Candida albicans.. Cellular Microbiology (Print) 1CR, 2014.

Apresentacgoes de Trabalho

1. NOAL,V.R.; SANTOS, Suelen Silvana dos ; ALMEIDA, S. R. . Capacidade de migracdo de linfocitos B-1 apds infecgdo
intraperitoneal com leveduras de Paracoccidioides brasiliensis. 2009. (Apresentacdo de Trabalho/Outra).

2. SANTOS, Suelen Silvana dos ; FERREIRA, K. S. ; ALMEIDA, S. R. . Analise da capacidade migratéria decélulas dendriticas
na paracoccidioidomicose experimental. 2009. (Apresentagdo de Trabalho/Outra).

3. NOAL, V. R.; SANTOS, Suelen Silvana dos ; ALMEIDA, S. R. . Capacidade de migragdo de linfocitos B-1ap0s infecgdo
intraperitoneal com leveduras de Paracoccidioides brasiliensis. 2009. (Apresentacdo de Trabalho/Outra).

4. SANTOS, Suelen Silvana dos ; GHOSN, E. E. B. ; FERREIRA, K. S. ; ALMEIDA, S. R. . Characterization of dendritic cells
from bronchoalveolar lavage after experimental infection with Paracoccidioides brasiliensis. 2009. (Apresentagdo de
Trabalho/Outra).

5. SANTOS, Suelen Silvana dos ; CAMACHO, Daiane P ; SVIDZINSK, Terezinha I E . Influéncia da clorexidina sobre a
hidrofobicidade e aderéncia em cateter urinario de Candida glabrata. 2007. (Apresentacdo de Trabalho/Outra).

6. SANTOS, Suelen Silvana dos ; CALSINI, Tais R S ; SVIDZINSKI, Terezinha I E . Estudo da aderéncia de Cladosporium
cladosporioides e Candida glabrata isolados de alimentos sobre superficies utilizadas em cozinha. 2006. (Apresentagdo de
Trabalho/Outra).

Producao técnica
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Curriculo do Sistema de Curriculos Lattes (Suelen Silvana dos Santos)
Entrevistas, mesas redondas, programas e comentarios na midia
1. SANTOS, Suelen Silvana dos . Pesquisadores testam vacina contra doenca causada por fungo.. 2012. (Programa de radio
ou TV/Entrevista). 5]

2. SANTOS, Suelen Silvana dos . Desarrollan en Brasil vacuna contra enfermedad provocada por hongo. 2012. (Programa
de rddio ou TV/Entrevista). B4

3. SANTOS, Suelen Silvana dos . Researchers test vaccine against lung disease caused by fungus. 2012. (Programa de radio
ou TV/Entrevista). ¥

Demais tipos de producdo técnica

1. SANTOS, Suelen Silvana dos . Aplicagdes da Citometria de Fluxo em modelos experimentais . 2010. .

2. SANTOS, Suelen Silvana dos . Fenotipagem de células, Linfoproliferacdo e citocinas intracelulares . 2010. .

Bancas

Participacao em bancas de comissoes julgadoras

Outras participagoes

1. SANTOS, Suelen Silvana dos. 21° Simpdsio Internacional de Iniciagdo de Iniciagdo Cientifica da USP. 2013.

Eventos

Participacao em eventos, congressos, exposigoes e feiras

1. 250 CONGRESSO BRASILEIRO DE MICROBIOLOGIA. ANALISE DA CAPACIDADE MIGRATORIA DE CELULAS
DENDRITICAS NA PARACOCCIDIOIDOMICOSE EXPERIMENTAL. 2009. (Congresso).

2. Strategy to Discovery New Drug With Potencial Use as Antimycobacteria. 2009. (Seminario).

3. XIV SEMANA FARMACEUTICA DE CIENCIA E TECNOLOGIA.Characterization of dendritic cells from bronchoalveolar
lavage after experimental infection with Paracoccidioides brasiliensis. 2009. (Simpésio).

4. Pipetas- InformacGes e Cuidados Gerais. 2009. (Outra).

5. Novas tecnologias em Vacinas Recombinantes. 2009. (Outra).

6. Curso Tedrico-pratico de Citometria de Fluxo - FACSCanto II - BD. 2009. (Outra).

7. Simposio de Biologia Estrutural e Molecular. 2008. (Simpdsio).

8. 30 Curso de Citometria de Fluxo do Instituto Adolfo Lutz. 2008. (Outra).

9. II Férum de ética em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo. 2008. (Outra).

10. Encontro Anual de Iniciagdo Cientifica.Influéncia da clorexidina sobre a hidrofobicidade e aderéncia em cateter urinario de
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Candida glabrata. 2007. (Encontro).

11. 1 Congresso de Farmacia de Maringd, II Encontro Cientifico do LEPAC e XIX Semana de integragdo de Farmécia.
InfecgBes na pele e unha causadas por Prototheca sp. 2006. (Congresso).

12. 1 Simpésio de plantas medicinais do Programa de Pds-graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas. 2006. (Simpdsio).

13. Encontro Anual de Iniciagdo Cientifica.Estudo da aderéncia de Cladosporium cladosporioides e Candida glabrata isolados
de alimentos sobre superficies utilizadas em cozinha. 2006. (Encontro).

14. Ciclo de palestras: Farmacéuticos em agdo!. 2006. (Outra).

15. 1 Congresso Internacional de Salde, V Seminario Cinetifico do CCS e XVIII Semana de Integracdo de Farmacia. Micose
Superficial Causada por Microsporum Canis: Andlise de Dois Casos. 2005. (Congresso).

16. I Férum: perspectivas para a Farmacia na Universidade Estadual de Maringd. 2005. (Outra).

17. Adesdo e formagao de biofilmes como fator de viruléncia em Candida spp. - Novas perspectivas de Controle. 2005.
(Outra).

18. 10 Congresso de Ciéncias Farmacéuticas de Cascavel-PR e 10 Simpdsio em Ciéncias de Alimentos do Mercosul. Aspectos
higiénico -sanitarios de couve minimamente processada comercializada na regido de Maringa-PR. 2004. (Congresso).

19. VII SEmana de Artes, IV Mostra do Museu Dinamico Interdisciplinar, II Mostra Integrada de Ensino Pesquisa e extensdo e
V Simposio da APADEC.Contaminagdo flngica em vegetais minimamente processados. 2004. (Simpésio).

20. IV Seminario Cientifico do Centro de Ciéncias da Saide: A sallde do homem na perspectiva do novo milénio.Fungos
filamentosos isolados de maganetas de portas de laboratdrio. 2003. (Seminario).

21. IV Seminario Cientifico do Centro de Ciéncias da Saude: A 'Satide do homem na perspectiva do Novo Milénio. 2003.
(Seminario).

22. [ Simpdsio do Departamento de Andlises Clinicas As perspectivas do farmacéutico em Analises Clinicas. 2003. (Simpdsio).

23. XVII Semana de Integragdo de Farmacia UEM: Nossa pérola.Avaliagdo do prazo de validade de vegetais minimamente
processados usando fungos como indicadores. 2003. (Outra).

24. XVII Semana De Integracdo De Farmacia UEM: Nossa Pérola.Fungos filamentosos isolados de maganetas de portas de
laboratdrio. 2003. (Outra).

Organizacao de eventos, congressos, exposicoes e feiras

1. SANTOS, Suelen Silvana dos . V Simpdsio de Andlises Clinicas. 2013. (Outro).

2. Santos, Suelen S. . IV Simpdsio de Pds-graduagdo em Andlises Clinicas. 2012. (Outro).

Educacao e Popularizacao de C& T

Entrevistas, mesas redondas, programas e comentarios na midia

1. SANTOS, Suelen Silvana dos . Pesquisadores testam vacina contra doenga causada por fungo.. 2012. (Programa de radio
ou TV/Entrevista). 4

2. SANTOS, Suelen Silvana dos . Desarrollan en Brasil vacuna contra enfermedad provocada por hongo. 2012. (Programa
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de radio ou TV/Entrevista). 5]

3. SANTOS, Suelen Silvana dos . Researchers test vaccine against lung disease caused by fungus. 2012. (Programa de radio
ou TV/Entrevista). 4

Organizacao de eventos, congressos, exposicoes e feiras

1. Santos, Suelen S. . IV Simpdsio de Pds-graduacdo em Anadlises Clinicas. 2012. (Outro).

2. SANTOS, Suelen Silvana dos . V Simpdsio de Analises Clinicas. 2013. (Outro).
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