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RESUMO

A paracoccidioidomicose (PCM) ¢ uma infeccdo cronica causada pelos fungos Paracoccidioides
brasiliensis ou P. lutzii, cuja defesa do hospedeiro ¢ mediada por linfocitos Thl. Este estudo visou
purificar e avaliar o efeito de componentes de alta massa molecular (hMM) de P. brasiliensis na
resposta imune celular. Os antigenos soltiveis do fungo (Pb18) foram submetidos a cromatografia em
coluna de Sephadex G-200 seguida de HPLC, obtendo-se a fragao F17 (~380 kDa) e sua subfracao
F17-1V (~70 kDa), ambas reativas a soros de pacientes com PCM. As fragdes foram testadas in vitro
com as células esplénicas de camundongos infectados, resultando em resposta linfoproliferativa e
aumento dos niveis de INF-y e IL-10, sem alteracao de IL-4. Esses achados indicam a ativacao da
resposta imunoldgica Thl e sugerem que a fragdo de ~380 kDa pode se degradar gerando
subcomponentes ativos de ~70 kDa. O subcomponente de ~70 kDa parece ser distinto da gp70 descrita
na literatura, dada sua capacidade de induzir INF-y. Os resultados apontam o potencial imunogénico
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desses componentes, destacando sua relevancia para o desenvolvimento de vacinas ou terapias contra
a PCM.

Palavras-chave: Citocinas, Fungo, INF-y, Paracoccidioidomicose, Terapia, Vacina.
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1 INTRODUCAO

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma doenca infecciosa crénica causada pelo fungo
Paracoccidioides brasiliensis e a nova espécie Paracoccidioides lutzii. Esta micose é endémica na
Ameérica Latina, com maior prevaléncia no Brasil, afetando principalmente trabalhadores rurais (San-
Blas, 1993, Shikanai-Yassuda et. al., 2017). O fungo apresenta duas formas morfoldgicas distintas,
dependendo da temperatura: uma forma leveduriforme, presente nos tecidos do hospedeiro ou quando
cultivado a 35-37°C (Queiroz-Telles, 1994), e uma forma miceliana em temperatura ambiente. Essa
transicdo morfoldgica é reversivel e ocorre em resposta a varia¢do de temperatura, sendo regulada por
enzimas que modificam a sintese de glucanas na parede celular (San-Blas, 1982).

Presume-se que o fungo P. brasiliensis ou P. lutzii habite o solo na forma miceliana, e a
infeccdo ocorre pela inalagdo de propégulos fungicos. A exposi¢do ao fungo pode resultar em uma
infeccdo assintomatica ou no desenvolvimento da doenca. Na maioria dos casos, forma-se um
complexo pulmonar primario que regride espontaneamente com o estabelecimento de uma imunidade
especifica. Contudo, o fungo pode permanecer em estado de laténcia por anos em lesdes residuais
pulmonares ou extrapulmonares. Nas formas progressivas e disseminadas, o fungo pode atingir
pulmdes, mucosas, linfonodos, pele, glandulas suprarrenais e outros 6rgdos ou sistemas (Londero &
Del Negro, 1986; Padilha-Gongalves, 1985, Shikanai-Yassuda et. al., 2017, Cezar-dos-Santos et al.,
2020).

Com base na evolucdo clinica e natural da doenca, a PCM ¢ classificada em quatro formas
principais: Infeccdo: fase inicial, geralmente assintomatica; Forma aguda ou subaguda (juvenil):
mais rara e severa, com envolvimento de linfonodos, baco e figado; Forma crénica (adulto): mais
comum, podendo variar de forma localizada (unifocal) a disseminada (multifocal), dependendo da
eficiéncia da imunidade; Forma residual (sequelas): caracteriza-se por lesdes permanentes
resultantes de uma infecgéo anterior (Franco et al., 1987, Shikanai-Yassuda et. al., 2017).

O perfil imune também varia de acordo com a forma da doenca: Forma crénica-unifocal:
Predominio de resposta de células T-helper 1 (Thl); Forma aguda ou cronica-disseminada
(multifocal): Predominio de resposta de T-helper 2 (Th2), caracterizada por uma maior producao de
imunoglobulinas G (IgG) e pela liberacdo de citocinas especificas (Singer-Vermes et al., 1993; Baida
et al., 1999; Cezar-dos-Santos et al., 2020).

A imunidade celular desempenha um papel fundamental na defesa contra o fungo (Burger et
al., 1996). Pacientes com infeccdo disseminada frequentemente apresentam um teste intradérmico
negativo com paracoccidioidina e reacdes granulomatosas pouco definidas (Montenegro & Franco,
1994). Por outro lado, a imunidade humoral ndo é considerada protetora, pois a producdo exacerbada
de anticorpos esta associada a gravidade da doenca (Singer-Vermes et al., 1993; Mello et al., 2002;
Cezar-dos-Santos et al., 2020).
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Diversas glicoproteinas e outros componentes do fungo estdo relacionados a sua
patogenicidade e & resposta imunoldgica. Entre os principais componentes, destacam-se as
glicoproteinas de 27-kDa (gp27), 43-kDa (gp43), 55-kDa (gp55), 70-kDa (gp70) e 87-kDa (gp87).
Também estdo presentes glicoconjugados de alta massa molecular (nMM) e glicolipideos obtidos por
diferentes métodos de extracdo (Puccia et al., 1986; Blotta & Camargo, 1993; Toledo et al., 1995; Ortiz
et al., 1998; Salina et al., 1998, Marquez et al., 2005). A fracdo polidispersa de alta MM, rica em
carboidrato e com migracéo eletroforética heter6gena, foi descrita pela primeira vez por Puccia et al.
(1986) analisando antigeno de P. brasiliensis B339. Esta fracdo também foi detectada em P.
brasiliensis Pb18 e em 20 isolados clinicos (Fredrich et al., 2010) e na nova espécie P. lutzii — LDR2
(Assolini et al., 2021), sugerindo a presenca constante deste componente em Paracoccidioides spp.

Esses componentes desempenham um papel crucial na imunomodulacdo da PCM e podem
influenciar tanto a defesa do hospedeiro quanto a sobrevivéncia do fungo. Pesquisas apontam que a
resposta imune a componentes de alta massa molecular (hMM) estéo associados a evolucéo clinica da
PCM. Marquez et al. (2005) observaram que pacientes com PCM cronica apresentaram altos niveis de
IgG, mas néo de IgE, contra o componente de 380 kDa do P. brasiliensis, sugerindo que este ndo induz
resposta Th2.

No contexto experimental, Pavanelli et al. (2007) avaliaram o efeito da fracdo de alta massa
molecular do fungo em camundongos Balb/c e evidenciaram promocao de imunidade protetora.

Este trabalho caracterizou parcialmente os componentes de alta massa molecular (nMM) do
fungo P. brasiliensis e analisou sua acdo imunomoduladora. Os achados reforcam a importancia de

componentes imunogénicos no desenvolvimento de estratégias de vacinas ou terapias para a PCM.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 OBTENCAO DE ANTIGENO CELL-FREE (CFA PB18)

O antigeno cell-free foi obtido de P, brasiliensis cepa 18 (Pb18), cultivado em Agar Sabouraud
por 5 dias a 35°C, de acordo com Camargo et al. (1991) com algumas modificacdes. ApoOs cultivo de
5 dias, a massa fungica coletada foi transferida para tubo contendo solu¢do salina-fosfato tamponada
(PBS 0,15M e pH 7,4), com inibidor de protease PMSF a 2,5 mM (Sigma) e solugdo thimerosol a
0,02%. Foi homogeneizada em vortex durante 15 minutos e a seguir centrifugada a 13.600 x g a 4°C.

A concentracdo da proteina foi determinada pela Técnica de Folin (Lowry et al., 1951).

2.2 CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE SEPHADEX G-200
Amostra de 9 ml de CFA Pb18 (4 mg/ml) foi aplicada em Coluna de Sephadex G-200 seguida
de elui¢do em PBS 0,15M pH 7,4. As fracdes obtidas pelo coletor automatico de fragdes, foram

analisadas em espectrofotometro (Spectrum SP-2000UV) a 280 nm.
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2.3 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Amostra de 100 pL da fracdo F17 (Coluna Sephadex G-200), foi refracionada em coluna de
HPLC (Varian Pro Star), em coluna semi-analitica C18. Foi utilizado tampao gradiente: 50% tampao
acetato de amonio (Merck, Alemanha) 300 mM pH 7,0 e 50% de agua bidestilada (Milli Q). A pressao
empregada foi 1410 a 97 bars, 2 ml/min. As concentra¢des das proteinas de sub-fragdes foram dosadas

pela técnica de Folin e armazenadas a -80°C.

2.4 DOTBLOTTING DAS SUB-FRACOES OBTIDAS POR FRACIONAMENTO DE F-17 POR
COLUNA DE HPLC

As amostras de 2 pL de fragdes e sub-fragdes de hMM foram pipetadas em membrana de
nitrocelulose (Gibco Invitrogen Corporation, Long Island, New York, EUA). Apos o bloqueio com o
tampao de bloqueio, as membranas foram lavadas e incubadas com “pool” de soros de pacientes PCM
(banco bioldgico do Laboratério de Imunologia Aplicada, CCB, UEL/CONEP268, processo
33455.2011.06)), diluido 1:40, por 2h a 37°C. Apds novas lavagens a membrana foi incubada com
conjugado peroxidase anti-IgG humano (Sigma 8775) por 1:30 h a 37°C. A reagao foi evidenciada com

solugdo de diaminobenzidina (DAB - Sigma) e perdxido de hidrogénio em solug¢dao de PBS 0,15M.

2.5 IMMUNOBLOTTING

Inicialmente as amostras de CFA Pbl8, fracdo F17 e sub-fracio de hMM-HPLC (F17-1V) e
padrdo de proteina de MM de 10-200 kDa (Invitrogen 1078-010), foram submetidas a eletroforese em
gel gradiente de poliacrilamida de 5-15%. Apos a corrida, em tampao tris glicina 1M (Pharmacia
Biotech —Sweden e Sigma Co., Germany), pH 8,2 a 100 V, as amostras foram transferidas para a
membrana de nitrocelulose (Gibco Invitrogen Corporation, Long Island, New York, USA) em tampao
tris-HCl-metanol a 23 V por 18 horas e 100 V por 1 h. A membrana foi bloqueada com tampao de
bloqueio, por 1 h a temperatura ambiente, seguida de lavagens e incubag¢do com “pool” de soros de
pacientes com PCM diluido 1:40 ( 2h a 37°C. Apo6s novas lavagens foi adicionado conjugado
peroxidase anti-IgG humano diluido 1:3000 (Sigma A-8775, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
USA), por 1:30 h a 37°C. A membrana foi novamente lavada, a qual foi revelada com DAB
(diaminobenzidina-Sigma Co., USA) em PBS 0,15M e perdxido de hidrogénio.

2.6 INFECCAO DE CAMUNDONGOS BALB/C
Dez camundongos Balb/c machos de 4 a 6 semanas foram infectados por via endovenosa com
1x10° céls./ml de P, brasiliensis (Pb18) e como controle 6 camundongos foram inoculados com solugio

de PBS 0,15M (estéril) e eutanasiados ap6s 28 dias de infec¢ao . Os camundongos, foram manipulados
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conforme normas e autorizacdo do Comité de ética em experimentacao animal da Universidade

Estadual de Londrina (CEEA n°® 67/08).

2.7 AVALIACAO DA RESPOSTA LINFOPROLIFERATIVA

Amostras de suspensdo celular de bago de camundongos infectados com P. brasiliensis Pb18
durante 28 dias ou nao infectadas foram tratadas com tampao de cloreto de amonio 0,14M pH 7.2, para
lise das hemacias, centrifugadas e lavadas com PBS estéril. As células obtidas foram ressuspendidas
em meio RPMI (Sigma Co., USA) completo (L-glutamina, Hepes, garamicina e 10% de soro bovino
fetal) na concentragio de 1x10° células/ml, adicionando-se: F17(100 ug/ml), ou F17-1V (50 pg/ml) ou
exoantigeno (50 pg/ml) com 100 pL de suspensdo celular, incubando-se por 120 horas. Dezoito horas
antes das células serem colhidas, foi adicionado 3,5 pL de timidina tritiada. O indice de estimulagao
das respostas linfoproliferativa foi calculado através da liberagao da radioatividade incorporada em
liquido de cintilagdo, contadas em aparelho cintilador Beckmann LS 6.800. O indice de proliferacao
foi calculado pela média de leitura das triplicatas da resposta linfoproliferativa a antigeno, em
contagem por minuto (cpm), dividida pela média de leitura das triplicatas da resposta linfoproliferativa

na auséncia de antigeno.

2.8 CULTURA DE LINFOCITOS PARA AVALIACAO DE NiVEIS DE CITOCINAS

A cultura foi realizada como descrito no item anterior, porém com tempo de incubagdo de 72
horas. Amostras de sobrenadantes foram colhidas e armazenadas a -20°C para posterior analise.
Anticorpos anti-IL-10, anti-IL-4 e anti-INF-y na concentracdo de 3 pg/ml (50 pL) foram diluidos em
tampao bicarbonato 0,06M pH 9,6, adicionados em imunoplacas (TPP, Switzerland) e incubadas por
18 horas a 4°C em camara umida. As placas foram lavadas com tampao de lavagem, seguida de
bloqueio com 100 pL de tampao PBS contendo soro bovino fetal 10% com pH 7.0; 0,05% de tween
20 e leite molico 5%. Apos incubagdo por 1 hora a temperatura ambiente, foram lavadas e adicionados
50 uL/orificio de padrdes de IL-10, IL-4 e INF-y, iniciando-se com uma dilui¢do seriada de 2ng/ml
em PBS/SFB 10% de pH7,0. Foram adicionados 50 puL de sobrenadante de cultura, incubadas por 2h
a temperatura ambiente. Apds lavagens, foi adicionando 50 pL/orificio de anti-IL-10, anti-IL-4 e anti-
INF-y biotinilado, incubando-se por 1h a temperatura ambiente. Apds nova lavagens adicionou-se 50
uL do conjugado avidina-peroxidase, incubadas por 20 minutos em temperatura ambiente e no escuro.
A reagao foi revelada com solu¢do de OPD em tampao substrato e perdéxido de hidrogénio, leitura

realizada a 450 nm no aparelho Molecular Devices Emax (precision microplates reader).
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Foi realizado analise de varidancia (ANOVA) e teste Tukey-Kramer. Os valores descritos pela

2.9 ANALISE ESTATISTICA

média + desvio padrao, e os resultados considerados significativos quando p<0,05.

3 RESULTADOS
3.1 CROMATOGRAFIA DE CFA (PB18) EM COLUNA DE SEPHADEX G-200

O perfil espectrofotométrico das fracdes de CFA Pb18 em Coluna de Sephadex G-200, a 280
nm foi demonstrado na figura 1. O primeiro pico (tubo 17) foi considerado fragdo de hMM,

denominada de F17.

Figura 1: Perfil espectrofotométrico a 280 nm de CFA de Pb18 por cromatografia em coluna Sephadex G-200. A seta
(fragdo 17) corresponde ao antigeno de hMM, denominado F17.
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3.2 RE-FRACIONAMENTO DA FRACAO F17 EM COLUNA DE HPLC

O re-fracionamento de 100 uL de F17 (116,8 pg/ml) em coluna de HPLC, resultou no perfil
espectrofotométrico a 280 nm demonstrado na figura 2. A analise das fra¢des eluidas por dotblotting,
resultou em fragdes reativas com pool de soros de pacientes com PCM. Estas fragdes foram misturadas
formando os pools [ a V: F17-I (fragdao 6 a 9), F17-II (fragao 10 a 15), F17-III (fragdo 16 a 19), F17-
IV (fragdo 20 a 26) e F17-V (fragdo 27 a 45), sendo a fragao IV mais fortemente reativa. Esta fracao
mais reativa foi denominada de F17-1V. Considerando os padrdes de MM utilizados; ovoalbumina (45

kDa) e IgG humana (150 kDa), a subfragdao F17-1V foi estimada como tendo MM entre 45-150kDa.
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Figura 2: Perfil espectrofométrico a 280 nm da fragdo de hMM (F17) refracionada em coluna C18 de HPLC. Padrdes:
ovoalbumina 45 kDa ¢ IgG humana de 150 kDa. As fragdes LILIIL, IV e V foram positivas por dotblotting com pool de
soros de pacientes com PCM. A sub-fragdo hMM na faixa de MM entre 45-150kDa, denominada de F17-1V foi a fragdo

mais reativa.
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3.3 IMMUNOBLOTTING DAS FRACOES (F1) E SUB-FRACOES (FI-17) DE HMM

Os resultados de immunoblotting demonstraram muitas bandas reativas no CFA com anticorpos
de pacientes com PCM. Na fragdo F17 foi observada banda de ~380 KDa (assinalada com seta) e na
sub-fracdo F17-1V, banda fraca de ~380 KD, banda um pouco mais evidente de ~70 KDa (assinalada

com seta) e mais uma banda fraca em torno de 43kDa, ndo assinalada (Figura 3).

Figura 3: Resultado de immunoblotting das amostras: 1) CFA Pbl18, 2) F17, 3) F17-IV reativos com “pool” de soros de
pacientes com PCM. Setas na porg¢do superior das colunas indicam banda de ~ 380 kDa e seta na por¢do inferior a banda
de ~70 kDa. Coluna 4) Padrdes de MM.
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3.4 ANALISE DE RESPOSTA LINFOPROLIFERATIVA
A resposta linfoproliferativa aos antigenos: F17 (100 ug/ml), F17-1V (50 pg/ml) e Exoantigeno
(50 pg/ml), expressa em indice de proliferacdo celular, foi significativamente maior nas células de

baco de grupo de camundongos infectados com Pb18 em relacdao ao grupo nao infectado (P < 0,05)

(Figura 4).
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Figura 4: Indice de proliferagio celular de linfocitos de bago de camundongos infectados com Pb18 e camundongos normais
(como controle) em resposta aos estimulos com os antigenos: 1) F17 (100 pug/ml); 2) F17-IV (50 pg/ml); e 4) ExoAg
(Exoantigeno) (50 pg/ml). * p<0,05 (controle versus infectado).
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3.5 DETERMINACAO DE NiVEL DE CITOCINA INF-I

Os resultados de dosagem de INF-y em sobrenadante de cultura de células de baco de
camundongos Balb/c infectados com P. brasiliensis e estimulados com a fragdo de ~380 KDa e produto
de HPLC, subcomponente de ~70 kDa demonstraram aumento significativo de INF-y com ambos os
componentes (p<0.05) em relacdo ao grupo controle nio estimulado, por ELISA. Todavia o
estimulo com ExoAg nao induziu aumento significativo, possivelmente por interferéncia de

varios antigenos presentes neste preparado (Figura 5).

Figura 5: Resultado da analise de nivel INF-y (pg/ml) em sobrenadante de cultura celular de bago de camundongos Balb/c,
grupo infectado com Pb18 (Infectado) e grupo controle sem infecgdo (Controle), estimulados com F17, F17-1V e ExoAg,
por ELISA. RPMI, controle sem estimulo. RPMI x F17, F17-1V p<0,05.
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3.6 DETERMINACAO DE NiVEL DE CITOCINA IL-4

A analise dos niveis de IL-4 (pg/ml) no sobrenadante de cultura de células de bago de
camundongos Balb/c infectados com Pb18 e do grupo controle, estimulados com as fragdes F17, F17-
IV e ExoAg, foi realizada por ELISA. O controle negativo foi representado pelo meio RPMI sem
estimulo. Os resultados nao mostraram diferenca significativa nos niveis de IL-4 entre o controle RPMI

e os grupos estimulados com F17, F17-IV e ExoAg (P > 0,05).

Figura 6: Resultado da analise de nivel de IL-4 (pg/ml) em sobrenadante de cultura celular de bago de camundongos Balb/c
infectados com Pb18 (Infectado) e grupo controle sem infec¢do (Controle), estimulados com F17, F17-1V e ExoAg, por
ELISA. RPMI, controle sem estimulo. RPMI x F17, F17-1V, ExoAg p>0,05.
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3.7 DETERMINACAO DE NiVEL DE CITOCINA IL-10

O resultado da analise dos niveis de IL-10 no sobrenadante de cultura de células de bago de
animais infectados com Pb18 em respostaa F17, F17-1V e ExoAg demonstrou diferencas significativas

em relacdo ao meio sem estimulo (p<0,05), Figura 7.

Figura 7: Resultado da andlise de nivel de IL-10 (pg/ml) em sobrenadante de cultura celular de baco de camundongos
Balb/c infectados com Pb18 (Infectado) e grupo controle sem infecg¢do (Controle), estimulados com F17, F17-1V e ExoAg,
por ELISA. RPMI, controle sem estimulo. RPMI x F17, F17-1V, ExoAg p>0,05.
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4 DISCUSSAO

Diversas glicoproteinas sdo excretadas/liberadas pela levedura de P. brasiliensis, incluindo as
gp27, gp43, gp55, gp70, gp87 e o glicoconjugado polidisperso de alta massa molecular (hMM) (Puccia
et al., 1986; Blotta & Camargo, 1993; Toledo et al., 1995; Ortiz et al., 1998; Salina et al., 1998). Dentre
esses componentes, a gp43 € a mais estudada por ser liberada em maior quantidade, ser reconhecida
por 100% dos soros de pacientes com PCM e por ser considerada um antigeno especifico. A gp70
também se destaca (Cezar-dos-Santos et al., 2020), enquanto os componentes de hMM s3ao menos
investigados.

Neste trabalho, foi obtida uma fragdo antigénica de aproximadamente 380 kDa, denominada
fracdo 17, a partir de cromatografia em coluna de filtragdo em gel de preparado de antigeno livre de
células (CFA) de P. brasiliensis. A massa molecular aproximada de 380 kDa foi evidenciada por
immunoblotting. Este resultado estd em concordancia com estudos anteriores de Marquez et al. (2005),
que detectaram na fragdo 17 um componente de aproximadamente 366 kDa, dentro de uma faixa de
polidispersdo variando de 278 kDa a 466 kDa em P. brasiliensis B339. De forma semelhante, Pavanelli
et al. (2007) obtiveram uma fra¢do de aproximadamente 380 kDa, também obtida por cromatografia
de filtragdo em gel de CFA de P. brasiliensis Pbl18.

A presenca desse glicoconjugado polidisperso de hMM parece ser uma caracteristica comum
em Paracoccidioides spp. Fredrich et al. (2010) observaram a presen¢a de componentes de hMM em
CFAs de P, brasiliensis (Pb18) e de 20 isolados clinicos. A propor¢ao de hMM em relacdao aos demais
componentes variou de 16% a 20%, indicando uma presenca consistente dessa fragao entre os isolados.
Esta fracdo de hMM e migracdo eletroforética heterogénea também foi detectada na nova espécie P.
lutzii — LDR2 (Lenhard-Vidal et al., 2018; Assolini et al., 2021), sugerindo a presenga constante deste
componente em Paracoccidioides spp.

Neste estudo, a fragdo 17, de aproximadamente 380 kDa, foi re-fracionada por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC). A analise da antigenicidade das fracdes obtidas revelou maior
reatividade da fracdao IV. A massa molecular desta fragao foi inicialmente estimada entre 45 kDa e 150
kDa, com base nos padroes de massa molecular de ovalbumina e IgG, respectivamente.
Posteriormente, por immunoblotting, foi constatada a presenca de trés bandas principais,
correspondentes a ~380 kDa, ~70 kDa e ~43 kDa, sendo a reatividade mais evidente com a de ~70
kDa.

Estes resultados reforcam a presenca de antigeno de ~380kDa dentre os componentes
polidispersos de hMM nos preparados antigénicos de P. brasiliensis Pb18 e componentes antigénicos
menores associados que podem ter um papel importante na resposta imunologica, especialmente

considerando a presenc¢a das bandas de ~70 kDa que ¢ imunorreativa.
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A presenca de enzimas proteoliticas autdlogas no preparado de CFA foi considerada, e para
evitar sua agao foi utilizado o inibidor de protease PMSF. No entanto, o PMSF nao foi capaz de impedir
a geragdo de subcomponentes de menor massa molecular. Isto sugere que, independentemente da
presenca de enzimas, o componente de hMM pode gerar espontanecamente componentes menores.
Todavia, nao se pode descartar a hipotese de existéncia de outra enzima autologa resistente ao PMSF
ou a possibilidade de dissociagdo de gp70 do componente de hMM durante os processos
cromatograficos.

Puccia et al. (1986) realizaram o refracionamento do primeiro pico de ExoAg, obtido por
filtragdo em coluna de Bio-Gel P30, em coluna de Sepharose-Con A. Neste processo, detectaram a
presenga de componente de hMM e glicoproteinas menores de 72 kDa, 55 kDa e 43 kDa. Por
immunoblotting, utilizando soro de pacientes com PCM, foi observada uma forte reatividade com gp43
e uma reatividade fraca com os componentes de hMM e gp72. Esses dados também sugerem que o
componente de hMM gera componentes menores. No presente estudo, o refracionamento em HPLC
permitiu detectar apenas banda de ~70 kDa e fracamente de ~380kDa e de ~ 43 kDa. A banda de 55
kDa nao foi detectada, possivelmente devido as diferengas nas cepas de fungo utilizadas (B339 versus
Pb18), nos tipos de antigeno (ExoAg versus CFA) e nas metodologias aplicadas (Bio-Gel/Sepharose
Con A versus Sephadex G-200/HPLC). Ademais, a fracio de hMM obtida neste estudo consistiu em
uma unica fragdo com o maior pico de absorcao a 280 nm, enquanto Puccia et al. (1986) utilizaram
parte de um pico de absor¢ao mais amplo a 280 nm.

O estudo dos componentes que induzem protecao ¢ de grande importancia, especialmente para
o desenvolvimento de estratégias alternativas de tratamento, como procedimentos imunoterapéuticos,
considerando a toxicidade dos agentes antifiungicos atualmente utilizados. Neste contexto, o presente
trabalho avaliou a resposta linfoproliferativa induzida pela fracao de ~380 kDa e sua subfragdo de ~70
kDa. Concordando com os dados de Pavanelli et al. (2007), a fracdo de 380 kDa foi capaz de induzir
a resposta linfoproliferativa em células de bago provenientes de camundongos infectados
experimentalmente com P. brasiliensis. De forma interessante, o produto gerado durante o processo de
purificacdo por HPLC, um componente de MM ~ 70 kDa, manteve a capacidade de induzir a
proliferacdo celular. Isso sugere uma ativagao da imunidade celular tanto pelo componente de ~380kDa
quanto pelo componente de ~70 kDa, um dos mecanismos de defesa mais relevantes na PCM. O
aumento da proliferacdo de linfécitos ¢ um indicativo de que esses componentes fliingicos possuem
epitopos capazes de ser reconhecidos pelas células T, estimulando a resposta imune adaptativa.

Na avaliagdo do perfil de citocinas em resposta a fragdo de 380 kDa e sua subfragdo, foi
observado aumento significativo nos niveis de INF-y (interferon-gama) e IL-10 (interleucina 10),
enquanto IL-4 (interleucina 4) ndo apresentou diferenca significativa. Esse perfil de citocinas ¢

caracteristico de uma resposta imune do tipo Th1, que ¢ fundamental para a defesa contra a PCM. O
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INF-y ¢ uma citocina critica para a ativagdo de macrofagos. Embora a IL-10 tenha sido originalmente
descrita como uma citocina secretada por células Th2, estudos recentes demonstram que ela também
pode ser produzida por células Thl, Th2, Th17, Treg, células dendriticas, monocitos e macréfagos. A
IL-10 atua de forma dual no sistema imunolégico: por um lado, ¢ uma potente citocina anti-
inflamatéria e imunossupressora; por outro, pode apresentar propriedades imunoestimuladoras (Carlini
et al., 2023).

O subcomponente de ~70 kDa ¢ possivelmente uma entidade distinta da gp70 previamente
relatada na literatura (Marquez et al., 2005; Biselli et al., 2001; Rigobello et al., 2013). Uma evidéncia
importante dessa distingdo € a sua capacidade de induzir o aumento de INF-y, sugerindo um potencial
imunomodulador diferenciado para a resposta Th1. Essa caracteristica torna o subcomponente um alvo
interessante para investigacdes futuras, pois ele pode representar um novo biomarcador ou um

potencial agente imunoterapico para a PCM.

5 CONCLUSAO

Os dados apresentados demonstram a importancia dos componentes de alta massa molecular
(hMM) do P. brasiliensis, especialmente a fracdo de 380 kDa e o0s subcomponentes, no
desencadeamento da resposta imune celular. O aumento de citocinas associadas a resposta Thi,
como INF-y, e a auséncia de aumento de IL-4, reforcam o papel desses componentes na inducdo de
uma resposta imunologica eficaz na PCM. Estes achados destacam a relevancia desses componentes
antigénicos para o desenvolvimento de estratégias para vacina ou terapéutica para a PCM.
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