UNIVERSIDADE DE BRASILIA E i‘
FACULDADE DE MEDICINA

COORDENACAO DO PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM PATOLOGIA MOLECULAR

VACINACAO COM A PROTEINA DE CHOQUE TERMICO HSP60
INDUZ RESPOSTA IMUNE PROTETORA CONTRA A INFECCAO

PULMONAR INDUZIDA PELO Paracoccidioides brasiliensis

TRANSFORMAGCAO EM Paracoccidioides brasiliensis

TESE DE DOUTORADO APRESENTADA AO
CURSO DE DOUTORADO EM PATOLOGIA
MOLECULAR, DA FACULDADE DE
MEDICINA, DA UNIVERSIDADE DE
BRASILIA COMO REQUISITO A OBTENGAO
DO TiTULO DE DOUTOR EM PATOLOGIA
MOLECULAR

Candidata: Renata de Bastos Ascenco Soares

Orientador: Dra Célia Maria de Almeida Soares
Instituicao: Universidade Federal de Goias

Co-orientador: Dr George S. Deepe Jr
Instituicao: University of Cincinnati - USA

Brasilia - DF
- Junho 2007 -



Doutorado em Patologia Molecular, Faculdade de Medicina, Universidade de Brasilia
Renata de Bastos Ascenco Soares

TESE DESENVOLVIDA NA DIVISION OF INFECTIOUS DISEASES, COLLEGE OF
MEDICINE, UNIVERSITY OF CINCINNATI E NO LABORATORIO DE BIOLOGIA
MOLECULAR, DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA E BIOLOGIA MOLECULAR,
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS, UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS,
COMO REQUISITO PARCIAL PARA A OBTENGAO DO TiTULO DE DOUTOR EM
PATOLOGIA MOLECULAR.

APOIO FINANCEIRO
CNPg n. SWE 200002-2004-0 e NIH grants Al-34361 e 427747




Doutorado em Patologia Molecular, Faculdade de Medicina, Universidade de Brasilia

Renata de Bastos Ascenco Soares

BANCA EXAMINADORA

PROFA. DRA. CELIA MARIA DE ALMEIDA SOARES, INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS,
DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA E BIOLOGIA MOLECULAR, UNIVERSIDADE FEDERAL DE

GOIAS.

PrRoF. DR. GIL BENARD, FACULDADE DE MEDICINA, DEPARTAMENTO DE MEDICINA

TROPICAL, UNIVERSIDADE DE SAO PAULO.

ProF. DR. BERGMANN MORAIS RIBEIRO, INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS,

DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR, UNIVERSIDADE DE BRASILIA.

PROF. DR. HORACIO FRIEDMAN, FACULDADE DE MEDICINA, UNIVERSIDADE DE BRASILIA.

PROF. DR. JAIME MARTINS DE SANTANA, INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS,

DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR, UNIVERSIDADE DE BRASILIA.

SUPLENTE

PROF. DRA. ANAMELIA LORENZETTI BOCCA, INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS,

DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA CELULAR, UNIVERSIDADE DE BRASILIA.




Doutorado em Patologia Molecular, Faculdade de Medicina, Universidade de Brasilia

DEDICATORIA

Renata de Bastos Ascenco Soares

MENSAGEM ESPECIAL

“Pouca gente conhece a importdncia
da boa execucdo das coisas minimas.

Ha homens que, com falsa superioridade,
zombam das tarefas humildes,

como se ndo fossem imprescindiveis ao éxito
dos trabalhos de maior envergadura.

Um sabio nédo pode esquecer-se de que, um dia,
necessitou aprender com as letras simples do alfabeto.

Além disso, nenhuma obra é perfeita se
as particularidades nédo foram
devidamente consideradas e compreendidas.

De modo geral, o homem estd sempre fascinado
pelas situacées de grande evidéncia,
pelos destinos dramdticos e empolgantes.

Destacar-se, entretanto, exige muitos cuidados.

Os espinhos também se destacam,
as pedras salientam-se na estrada comum.

Convém, desse modo, atender as coisas minimas
da senda que Deus nos reservou,
para que a nossa ac@o se fixe com real proveito a vida.

A sinfonia estard perturbada se faltou uma nota,
0 poema é obscuro quando se omite um verso.

Estejamos zelosos pelas coisas pequeninas.
Sdo parte integrante e inaliendvel dos grandes feitos.

Compreendendo a importdncia disso, o Mestre

nos interroga no Evangelho de Lucas:

“Pois se nem podeis ainda fazer as coisas minimas,
por que estais ansiosos pelas outras?”

Livro Caminho, Verdade e Vida. Pelo Espirito de Emmanuel,
psicografia de Francisco Candido Xavier

*A minha familia, mde e paiT (in memorian) que me
ensinaram que amar ndo significa apoiar-se, e que
companhia nem sempre significa seguranca. E mais: a
aprender que beijos ndo sdo contratos e presentes ndo

sdo promessas.

*Ao meu esposo Fabrizzio, pela paciéncia, amor e zelo.
Por ser forte e acreditar sempre que podemos ir muito

mais longe.




Doutorado em Patologia Molecular, Faculdade de Medicina, Universidade de Brasilia
Renata de Bastos Ascenco Soares

AGRADECIMENTOS ESPECIAIS

A Deus, pela presenca, sabedoria, poder e amor constantes dedicados a nés no ser e fazer.

A Profa. Dra Célia Maria de Almeida Soares por ser um exemplo de profissional, dedicada e
ética. Obrigada pela orientacdo durante todos esses anos e pela grande contribuicdo com a
minha formacdo profissional. E ainda, pela oportunidade de ter acompanhado até aqui, o
crescimento da linha de pesquisa da Biologia Molecular do P. brasiliensis no cendrio nacional

junto a todo o grupo do Laboratdrio.

A Coordenac@o de Pos Graduacdo em Patologia Molecular, Universidade de Brasilia, na
pessoa do Prof. Jaime Santana, que definitivamente, foi peca imprescindivel em todo o

processo de formacdo durante o meu doutoramento.

A amiga Meire Lima pela sua delicadeza, bondade e amizade sempre doados sem nada em

troca.
A Profa. Dra Rosdlia, pela grande e eterna amizade, carinho, disposicdo e apoio constantes.
As Profa. Dra Ursula Kreisel e Maristela, pelo carinho e maravilhosa convivéncia!

Ao queridos estudantes Yuri e Gabriela pela agradabilissima convivéncia, confianca e valiosa

amizade. Pelo sorriso fdcil, pela bondade e amor que vocés tém de sobra no coracdo!

Um agradecimento especial aos queridos amigos do peito Clayton, Daniela, Alexandre,
Mbnica Oliveira e Luiz Augusto pela constante e preciosa ajuda durante a toda a realizacéo

deste trabalho, mesmo a distdncia.

A amiga Tereza Cristina, pela tranquilidade e apoio que sempre me passou. E logicamente,

pela lindissima capa e apresentacéo da tese!

Aos colegas do laboratério Juliana Parente, Zilma, Bruno, Milce, Sabrina, Karinne, Ronney,
Nddya e Mbnica Santiago pela fdcil convivéncia e lealdade, que sempre me motivaram a

seguir em frente durante TODOS os momentos dificeis.




Doutorado em Patologia Molecular, Faculdade de Medicina, Universidade de Brasilia
Renata de Bastos Ascenco Soares

VERY SPECIAL THANKS!

... And | would like to thank, my supervisor, Dr George Deepe Jr for receiving me at his lab,
for supporting all my experiments, and for letting me free to make any decision that was

necessary during the course of my "sandwich” time.

My friend Dr Francisco Gomez, for his very helpful comments, suggestions, improvements,
corrections, scientific discussion, fun, support (whenever necessary), for everything, even

when | was crabby.

Dr George Smulian for the wonderful scientific discussions, for handwriting every single
transformation protocol to always make sure that | understood everything, for hosting me
during the weekends and taking me to the lab on Sundays, for the Christmas Eve 2004, for
making me feel like | had a family in Ohio, even though he is also foreign, from South

Africa!

my friends Robyn Pilcher-Roberts, Debbie Spaulding and Emily Dorton who showed me the
good side of America: sweet, friendly and warm especially when we were gathered

together!

My friend Dr Helmer Figueiredo for the “psychological” help and keeping all Brazilian

memories “on” during very special moments of friendship!

My friend Marcy for making my shopping time and life in America easy. Your friendship is

precious.

Reta Gibbons and Holly Allen, for being pals the whole time and providing all techniques
in animal work. And All Deepe’s lab team Mike Winters, Wendy Szymczak, Mick McGinnis

and George Brunner for making better days.




Doutorado em Patologia Molecular, Faculdade de Medicina, Universidade de Brasilia
Renata de Bastos Ascenco Soares

iNDICE

RESUMO 8
ABSTRACT 9
PARTE | - VACINACAO COM A PROTEINA DE CHOQUE TERMICO HSP60 INDUZ

RESPOSTA IMUNE PROTETORA CONTRA A INFEC(;AO PULMONAR INDUZIDA
PELO Paracoccidioides brasiliensis

I — INTRODUGAO. ..ot een e seen e naennnenn. 11
I.1- O FUNGO Paracoccidioides Brasiliensis..............cccuueeeiceeeeeiiereeseiinsesesineessnsenens 11

2 — PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO (HSPs) e RESPOSTA
PROTETORA CONTRA INFECGOES.........oooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 21
Il = OBUETIVOS.....ooeeceeeeeeeeeeeeeeteee e es s ee s en s enneens 28
= DISCUSSAO. ... na e, 29
IV = MANUSCRITO ..ot en e 36

PARTE Il - TRANSFORMAGAO EM Paracoccidioides brasiliensis

I — INTRODUGAO. ......cooeeeeeeeceeeeeeteeee e ee e eaeeae e na e e 62
I.1- TRANSFORMAGAO GENETICA MEDIADA POR Agrobacterium
TUMETACIENS (ATIMT )ittt ee e et e e s e aee e e e nb e e e e e enseeeessaneeens 62
.2 — TRANSFORMAGAQ GENETICA EM FUNGOS........c.cooorreeeeereeeeeeeeeeen 65
Il = OBUETIVOS. ...t eeaeeeee s neene e naee e 71
11 = MATERIAL E METODOS.......ocooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeee s eeesaeneenaenes s esneana e 72
IV = RESULTADOS......ooooeoceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeeeeaeesee s s e s ee s s s eeeneesae s naensennenes 75
V = DISCUSSAO. ..ottt ettt ss s s 80
VI — REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...t eeeeeeeeeeee e enaee e 86
VI = MANUSCRITO ..ot enss s 94




Doutorado em Patologia Molecular, Faculdade de Medicina, Universidade de Brasilia

Renata de Bastos Ascenco Soares

RESUMO

Paracoccidioides brasiliensis causa uma micose cronica granulomatosa
prevalente na América Latina. O sucesso da resolugéo da infecgao por este fungo é
dependente da ativacao da imunidade celular. Nés identificamos previamente a
proteina de choque térmico 60 (HSP60) como um alvo da resposta humoral na
paracoccidioidomicose. Neste trabalho nds expressamos o gene codificante para a
proteina de choque térmico 60 em Escherichia coli e a atividade imunobiolégica
deste antigeno recombinante foi analisada. A imunizagdo de camundongos BALB/c
com a proteina recombinante emulsificada em adjuvante estimulou a resposta
immune celular como acessado pela proliferagdo e produgéo de interferon-gama. A
vacinagado com a HSP60 reduziu a carga fungica em camundongos infectados com f
10° ou 107 leveduras. As células T CD4" foram necessarias para a eficacia da
vacinagcao e ambas as fases: aferente e eferente. Contudo, nés demonstramos que
0 antigeno imunodominante € um candidato para o desenvolvimento de uma vacina
contra este fungo. Na segunda parte do trabalho, leveduras de P. brasiliensis foram
convertidas em resistentes a higromicina B pelo sistema de transformagdo mediado
por Agrobacterium-tumefaciens utilizando um vetor binario plasmidial pCB301
contendo os genes da higromicina B fosfotransferase (hph) e o repérter green
fluorescent protein (GFP) controlados pelo promotor CBP1 de Histoplasma
capsulatum e o terminador Ura5. A transformacdo mediada por Agrobacterium-
tumefaciens produziu transformates estaveis capazes de crescer em altas
concentracdes de higromicina B. A expressao de GFP foi analisada por microscopia
confocal e a variacdo da intensidade de fluorescéncia sugeriu a integracao do T-

DNA em sitios randémicos do genoma do fungo.

Palavras-chave: Paracoccidioides brasiliensis, HSP60, vacinac¢ao, transformacao.




Doutorado em Patologia Molecular, Faculdade de Medicina, Universidade de Brasilia

Renata de Bastos Ascenco Soares

ABSTRACT

Paracoccidioides brasiliensis causes a chronic granulomatous mycosis
prevalent in Latin America. Successful resolution of infection with this fungus is
dependent on activation of cellular immunity. We previously identified heat shock
protein 60 as a target of the humoral response in paracoccidioidomycosis. Herein we
expressed the gene encoding the heat shock protein 60 in Escherichia coli and
analyzed the immunological activity of this recombinant antigen. Immunization of
BALB/c mice with recombinant protein emulsified in adjuvant stimulated a cellular
immune response as assessed by proliferation and interferon-gamma production.
Vaccination with heat shock protein 60 reduced fungal burden in mice given 10° or
107 yeasts. CD4" cells were necessary for the efficacy of vaccination in both the
afferent and efferent phases. Thus, we have demonstrated that this immunodominant
antigen is a candidate for development of a vaccine against this fungus. In a second
part of this work, yeasts of P. brasiliensis were transformed to hygromycin B
resistance by a Agrobacterium-tumefaciens-mediated transformation system using a
binary plasmid vector pCB301 containing the hygromycin B phosphotransferase
(hph) and the enhanced green fluorescent protein (GFP) genes controlled by the
CBP1 promoter from Histoplasma capsulatum and the Ura5 terminator.
Agrobacterium-tumefaciens-mediated transformation yielded stable transformants
capable of growing on increased concentrations of hygromycin B. The expression of
GFP was analyzed by confocal microscopy and the intensity fluorescence variation

suggested an integration of the T-DNA at random sites in the genome of the fungus.

Keywords: Paracoccidioides brasiliensis, HSP60, vaccination, transformation
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PARTE |

VACINACAO COM A PROTEINA DE CHOQUE TERMICO~ HSP60 INDUZ
RESPOSTA IMUNE PROTETORA CONTRA A INFECCAO PULMONAR
INDUZIDA PELO Paracoccidioides brasiliensis
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| - INTRODUCAO

1.1- O FUNGO Paracoccidioides brasiliensis

Paracoccidioides brasiliensis é um fungo dimorfico, agente
etiolégico da paracoccidioidomicose (PCM) (Almeida, 1930), uma micose endémica
na América Latina (Franco, 1987, Restrepo, 1990). O fungo cresce como levedura
a 36 °C in vitro e no hospedeiro, e como micélio a temperaturas de 22 °C — 26 °C
(Carbonell & Rodriguez, 1965). Em humanos a infecgao se inicia pela inalagao dos
propagulos produzidos pelo fungo, os quais atingem o epitélio dos alvéolos
pulmonares e se convertem na forma leveduriforme parasitaria (McEwen et al.,
1987). A via inalatéria é a principal porta de entrada do fungo (Pedrosa, 1976),
podendo, porém, ocorrer penetracao via pele e mucosa, através de traumatismos
(Castro et al., 1975).

A apresentacao clinica e o curso da doencga variam entre pacientes
(Brummer et al., 1993). A PCM aguda e a subaguda que afetam individuos de
ambos o0s sexos progridem rapidamente e as leveduras se disseminam através do
sistema linfatico. Em casos severos ocorre hepatoesplenomegalia intensa e
envolvimento de outros 6rgaos além dos pulmdes (Cock et al., 2000, Martinez,
1997). A forma crbnica da doenca, que € a mais comum, afeta principalmente
homens adultos e desenvolve-se gradualmente nos pulmdes (Mendes, 1994). As
formas severas da PCM, que podem ser agudas ou crbnicas, sdo caracterizadas por

inibicdo da imunidade celular, permitindo o crescimento do fungo e apresentando

11
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titulos altos de anticorpos especificos, os quais ndo conferem protecao (Franco,

1987).

.2—- ADOENCA PARACOCCIDIOIDOMICOSE

I.2.1 -PATOGENIA

A patogenia do fungo P. brasiliensis ainda ndo esta totalmente
esclarecida. Tém sido descrito que o fungo infecta hospedeiros humanos
usualmente através das vias respiratorias, por inalagdo de propagulos do micélio,
como artroconideos (Bagagli et al., 2006). A primeira interacao parasita-hospedeiro
ocorre nos alvéolos pulmonares. A capacidade invasiva do fungo depende da sua
capacidade de adaptar as radicais mudangas de temperatura e se defender do
ataque das células de defesa do hospedeiro (Camargo et al., 2000). Quando o
parasita atinge o organismo do hospedeiro ele pode ser imediatamente destruido ou
converter-se em leveduras nos pulmdes e disseminar-se através das vias
hematogénica e linfatica (San-Blas, 1993; Camargo et al., 2000). A possibilidade de
infeccao inter-humana parece nao ocorrer (Barbosa & Daher, 1991). Fatores
relacionados a resisténcia ou susceptibilidade em humanos tém sido amplamente
estudados (Calich et al., 1985, Cano et al., 1998, Kashino et al., 2000, Diniz et al.,
2004).

A PCM esta dividida em trés grupos principais: a infeccao

assintomédtica observada em individuos saudaveis que vivem em areas endémicas e
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apresentam teste de hipersensibilidade tardio, e duas formas clinicas da doenca,
denominadas forma aguda ou subaguda (tipo juvenil), e cronica (tipo adulto), que
pode ser uni ou multifocal dependendo da evolucdo e da localizacdo das lesdes
(Mamoni et al., 2005).

A forma juvenil (aguda ou subaguda) representa 3 a 5% dos casos descritos
da doenga, sendo a maioria dos pacientes constituidos por criangas ou adultos
jovens (Brummer et al., 1993). A doenca caracteriza-se por um desenvolvimento
rapido e por comprometimento de 6rgdos como bacgo, figado, ganglios linfaticos e
medula éssea. A resposta imune mediada por células é gravemente deprimida
nesses pacientes, provavelmente devido ao comprometimento medular (Londero &
Melo 1983, Brummer et al., 1993).

A forma crbnica ou adulta ocorre em mais de 90% dos casos,
acometendo, na maioria dos casos, homens adultos. Ao contrario da forma aguda, o
quadro clinico apresenta um desenvolvimento lento com comprometimento pulmonar
evidente (Brummer et al., 1993). Em aproximadamente 25% dos casos, o pulmao &
0 Uunico 6rgdo afetado (forma unifocal). Muitas vezes, com o desenvolvimento
silencioso da doenga, o paciente busca assisténcia médica somente quando
apresenta sintomas de comprometimento extrapulmonar. Nestes casos se
constatam o envolvimento de dérgdos como pele, mucosas das vias aéreas
superiores, tubo digestivo e linfonodos (forma multifocal) (Franco et al., 1987,
Londero, 1986, Restrepo et al., 1976). As lesdes pulmonares sdao nodulares,
infiltrativas ou fibréticas; verifica-se comprometimento bilateral e localizagdo das
lesbes nas porcdes central e baixa do pulmdo, com o apice livre da doenca
(Campos et al., 1991, Londero, 1986, Londero & Ramos, 1990, McEwen et al.,

1987, Restrepo et al., 1976). Os sintomas sdo heterogéneos e frequentemente,
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ocorrem lesdes nas mucosas orais e nasais, pele, ganglios linfaticos e adrenais.
Menos frequientemente, pode ocorrer envolvimento ocular, comprometimento dos
sistemas nervoso e vascular, destruicdo 6ssea. O envolvimento da glandula tiredide
também é raro (Abad et al., 1986, Angulo-Ortega & Pollak, 1971; Franco et al.,

1989, Londero & Ramos, 1990, Restrepo et al., 1978, Tendrich et al., 1991).

l. 2.3 - RESPOSTA IMUNE NA PCM

Para todos os fungos patogénicos, a ativacdo de células T é um
elemento crucial no desenvolvimento de boa imunidade protetora. Ambas células T,
CD4" e CD8", sao necessarias para eliminacdo do patégeno, entretanto, nos
estagios primarios da doenca , para muitos fungos, a presenca de células T CD4" é
vital para a sobrevivéncia do hospedeiro, enquanto as células T CD8" sao
necessarias para restringir a infeccdo. (Huffnagle & Deepe, 2003). Na doenca
secundaria, cada tipo de célula T é dispensavel, no entanto, a auséncia tanto de
células CD4" ou CD8" nao leva a uma sobrecarga da doenga.

Um papel discutido para anticorpos na defesa contra doencgas fungicas
parece estar em conflito com o direcionamento da resposta imune para Th1, que é a
explicacdo mais largamente aceita para a imunidade especifica adquirida pelo
hospedeiro contra fungos. Examinando mais de perto, entretanto, existe um caso
descrito onde os anticorpos derivados da resposta Th2 tém um efeito protetor
aumentando a imunidade mediada por células (Casadevall & Pirofski, 2005). Em

outros casos, anticorpos podem funcionar como opsoninas, promovendo a ingestao
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de fungos e mesmo a morte pelos fagdcitos, e varios anticorpos sdo diretamente
fungicidas (Pirofski & Casadevall, 1998, Torosantucci et al.2005, Xin & Cutler,
2006). Esses tipos de atividades sdao complementares, se nao exclusivas dos
mecanismos mediados por células. A importancia central dos granuldcitos e
macroéfagos na defesa inata contra fungos patogénicos oportunistas, e de neutréfilos
e macrofagos contra fungos em geral, é consistente com a expectativa de que
anticorpos opsonizados facilitam a defesa do hospedeiro. Do mesmo modo,
anticorpos fungicidas agindo independentemente de fatores intrinsecos ao
hospedeiro seria um beneficio ébvio para o hospedeiro.

Diversos estudos tém mostrado que formas benignas da PCM estao
associadas com a producao de baixos titulos de anticorpos e reagao positiva para
teste de hipersensibilidade tardia. Nas formas severas disseminadas observam-se
altos titulos de anticorpos e anergia para o teste de hipersensibilidade tardio
(Bernard et al., 2001). Embora os anticorpos possam aumentar a opzonizagado do
fungo e a atividade fagocitaria das células, os imunocomplexos formados e os
anticorpos provocam uma diminuicdo da resposta imune celular especifica, a qual
constitui a principal linha de defesa contra PCM (Brummer et al., 1993, Camargo et
al., 2000).

Tem-se mostrado que a susceptibilidade a doenga esta relacionada
com a ativagdo das células T auxiliares tipo 2 (Th-2), enquanto que a resisténcia
estd relacionada com a predominancia de resposta T auxiliares tipo 1 (Th-1)
(Murphy et al., 1998) com formacao de granulomas e producdo de éxido nitrico
(Calich et al., 1998). Em andlises comparativas do perfil de citocinas entre pacientes
com forma branda da PCM, verifica-se que, nos pacientes com disseminacdao da

doenca ha producao de altos titulos de citocinas Th-2 (interleucina 4[IL-4], IL-5 e IL-
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10, fator de crescimento transformador B 1[TGF-1], anticorpos (Imunoglobulinas E
[IgE], 1gG4 e IgA), além de eosinofilia e deficiéncia de interferon y (IFN-y). Ao
contrario, individuos com infeccao assintomatica, que vivem nas areas endémicas,
apresentam um padrao de citocinas Th-1 com producao de INF-y e TNF-a e niveis
basais de IL-4, IL-5 e IL-10 (Oliveira et al., 2002). O desenvolvimento da resposta
se Th-1 ou Th-2, ird depender das citocinas presentes no microambiente, e 0s
fatores interferentes sdao dose do antigeno, células apresentadoras de antigeno,
moléculas co-estimulatérias, viruléncia do patdégeno, alcoolismo, desnutricdo e
tabagismo (Ferreira et al., 2004, dos Santos et al., 2003).
Os macrofagos também exercem papel fundamental na resisténcia a
PCM. Quando ativados pela citocina IFN-y os macréfagos produzem éxido nitrico
impedindo que os conidios fagocitados transformem-se em levedura (Bocca et al.,
1998; Gonzalez et al., 2000). Além disso, o IFN-y também é capaz de estimular os
macrofagos a secretarem TNF-a que € necessario para a persisténcia de
granulomas formados e controle da infeccao (Souto et al., 2000). Recentes estudos
indicam que o IFN-y e o TNF-a sdo negativamente regulados pela prostraglandina
que é secretada pelas células em resposta ao patégeno, podendo estar envolvida na
supressao das células T (Soares et al., 2001).
Alguns modelos animais tém sido utilizados na tentativa de se entender
a resposta imune na PCM. Cano et al., (1994) desenvolveram um modelo de PCM
em murinos e mostraram uma associacao entre a resposta Th-1 com ativacao de
macrofagos e auséncia de disseminacdo da doenca. Mamoni et al., (2005)
estudaram e compararam o perfil de citocinas entre individuos com a infeccédo
assintomédtica e individuos com PCM nas formas adulta e juvenil. Nesse estudo,

verificaram que individuos com infeccdo assintomatica tinham alta expressao de
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citocinas Th-1, enquanto que os pacientes com a forma juvenil mostraram altos
niveis de expressao de citocinas Th-2. Na forma adulta um perfil de citocinas Th-1 e

Th-2 foi encontrado, o que confirma o padrao heterogéneo da doenca.

. 2.4 - ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DA PCM

A PCM apresenta distribuicdo geogréfica restrita a paises da América
Latina, onde um grande numero de habitantes € acometido (Lacaz et al., 1991,
Brummer et al., 1993). A PCM é endémica do México a Argentina, com um grande
nuamero de ocorréncias no Brasil, Venezuela e Coldmbia (Restrepo et al., 1985). A
dificuldade em se calcular a prevaléncia da doenca deu-se ao fato de a PCM nao ser
uma doenca de notificagdo compulséria (Restrepo et al., 1985). No Brasil, a doenca
representa a oitava causa de morte entre as doencas infecciosas e parasitarias
(Coutinho et al., 2002), sendo o pais considerado o maior centro endémico desta
micose. Nas cidades de maior prevaléncia, os casos ndo sao distribuidos
homogeneamente pelo territorio, tendendo a se concentrar ao redor das florestas
umidas (Restrepo, 1985). Alguns casos autoctones ja foram diagnosticados na
Europa, nos Estados Unidos e na Asia (Joseph et al., 1966, Chikamori et al., 1984,
Ajello & Polonelli, 1985), o que tem possibilitado se verificar a duracao do periodo
assintomatico da PCM, que variou entre 5 meses a 60 anos, com uma estimativa
média de 14 anos (Manns et al., 1996). O longo periodo de laténcia, caracteristico
da PCM, impede a determinacdo precisa do sitio onde a infeccao foi adquirida

(Borelli, 1972).
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A PCM atinge principalmente trabalhadores rurais, do sexo masculino,

adultos, com idade entre 30 e 60 anos (Svidzinski et al., 1999, Villar et al., 2000).
Durante a infancia a doengca acomete ambos os sexos com igual intensidade
fortalecendo ainda mais a hipotese de que os fatores hormonais possam
desempenhar papel na patogénese da doenca (Martinez, 1997, Restrepo et al.,

1984, Clemons & Stevens, 1990, Sano et al., 1999).

1.3 — PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO (HSPs) e RESPOSTA

PROTETORA CONTRA INFECCOES

Em geral, a resposta fisioldégica de células ou de um organismo
como um todo a aumentos subitos de temperatura € designada de resposta ao
estresse e é caracterizada por uma rapida ativagao transcricional de genes de HSPs
(Morimoto, 1993). A producédo das HSPs contribui para a protegdo e reparos de
danos celulares promovidos pelo estresse, bem como esta associada a
termoadaptacado nos organismos dimérficos (Lindquist, 1986, Lindquist & Craig,
1988). Muitas HSPs séao sintetizadas constitutivamente, o que reflete o papel dessas
proteinas em condigbes celulares normais. Intracelularmente, as HSPs sé&o
chaperones de outras proteinas durante a sintese, translocagcédo, enovelamento
(Frydman et al., 1994, Hartl, 1996).

A correlacao entre morfologia e patogenicidade tem sido o maior

incentivo para a elucidacdo das bases moleculares do dimorfismo presente em
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fungos. P. brasiliensis prové um modelo para estudos de morfogénese celular, visto
que a transicdo de fases in vitro ocorre em resposta a mudancas na temperatura de
incubacdo. Vale ressaltar que a alteracao de temperatura é condicao essencial para
o estabelecimento da infec¢do no hospedeiro humano (San Blas & San Blas, 1985).
Em P. brasiliensis, tém sido clonados e caracterizados alguns genes que
apresentam expressao diferencial durante a transicdo de fases, o que sugere
associagado com o processo de morfogénese do fungo (Costa et al., 2002, Felipe et
al., 2003, Fonseca et al., 2001, Moreira et al., 2004, Salem-lzacc et al., 2001,
Silva et al., 1999).

Existem multiplas linhas de pesquisa aprofundando-se no uso de
moléculas da familia das HSPs como vacinas profilaticas, marcadores de
diagnostico para doengas inflamatérias, agentes imunomoduladores em doencas
autoimunes. Cpn60 sao também adjuvantes moleculares que incrementam a
antigenicidade de outras moléculas ligadas a ela. Varios progressos no
desenvolvimento de ferramentas terapéuticas de Cpn60 tém sido impedidos pela
complexidade da imunobiologia da Cpn60. Além disso, o grau de conservagao das
seqléncias das moléculas de Cpn60 através da evolugdo tem salientado a
preocupagdo que o0 uso clinico dessas moléculas pode estimular reacdes
autoimunes (Yang 1992, Birk et al., 1996, Cohen, 1997, Metzler et al., 1998, Wick
2000).

Véarios membros da familia HSPs tém sido descritos como
candidatos a vacinas tanto em infeccbes como em micoses, sejam gerais ou
oportunistas. O principal fundamento do dogma acerca do desenvolvimento de
vacinas é que a imunidade mediada por células, em especial a Th1, é essencial na

acao destes candidatos. A vacinacao deve, no entanto, direcionar a resposta imune
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para Th1, com a inducao de IL-12 e IFN-y, as duas principais citocinas de suprema
importancia na resposta Th1. Nesse aspecto, a vacinagdo com varios antigenos
protéicos que conferem imunidade protetora estimula a producao de IL-12 ou IFN-y
dentro dos dias da vacinacdo (Abuodeh et al., 1999, Deepe & Gibbons, 2002,
Wiithrich et al., 2003, Taborda et al, 2004).

Em Candida albicans, um antigeno imunodominante de 47 kDa foi
identificado como um produto termoestavel da quebra da HSP90 (Matthews &
Burnie, 1989). Anticorpos anti-47kDa estdo presentes na maioria dos pacientes com
candidiase mucocutanea crénica e AIDS, tendo sido sugerido que a proteina
induziria o efeito protetor da imunidade humoral na candidiase sistémica (Matthews
et al., 1991, Matthews et al., 1988).

Membros da familia HSP60 sdo descritos como imunogénicos em
outros microrganismos patogénicos, tais como Helicobacter pylori, Yersinia
enterocolitica, Mycobacterium tuberculosis e M. leprae (Noll & Autenrieth, 1996,
Nomaguchi et al., 2002, Tascon et al., 1996). O provavel papel protetor da HSP60
de H. pylori foi descrito recentemente. A proteina recombinante foi reconhecida por
soros de pacientes infectados com H. pylori e camundongos BALB/c imunizados
com a HSP60. Dessa maneira, os autores sugerem que a HSP60 recombinante
poderia se tornar uma provavel vacina para controle e tratamento da infeccao por H
pylori (Bai et al., 2003).

Em Y. enterocolitica foi estudado o efeito modulatério das
interleucinas (IL)-2, IL-4, e interferon (IFN)- y co-expressos com a HSP60. Vacina de
DNA com IFN-vy -hsp60 evocou imunidade humoral especifica e resposta imune
celular, bem como a redugdo da carga bacteriana esplénica apds o desafio com Y.

enterocolitica em modelo animal experimental (Hornef et al., 2000).
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Um sistema de expressdao de determinantes antigénicos de
superficie foi estabelecido para isolados de Salmonella no intuito de otimizar a
liberacdo de antigenos utilizando uma via de secrecdo de autotransporte de
bactérias gram-negativas. Um sistema modular para display de superficie mostrou
ser um alvo eficaz de antigenos heterélogos para a superficie pela dominio do
autotransportador AIDA-I, adesina de E. coli envolvida em aderéncia difusa. O
epitopo restrito ao complexo de histocompatibilidade principal de classe I,
compreendendo aminoacidos de 74 a 86 da Hsp60 de Y. enterocolitica [Hsp60
(Hsp60(74-86))], foi fusionada ao dominio do autotransportador AIDA-I, e a proteina
de fusao resultante foi super expressa na superficie de E. coli e Salmonella enterica
serovar Typhimurium. Estudos de colonizagdo em camundongos vacinados com
isolados de Salmonella expressando o cassete de fusdo demonstrou estabilidade
genética da vacina produzida em isolados in vivo (Kramer et al., 2003).

Em M. tuberculosis a HSP65 ¢é suficiente para proteger
camundongos BALB/c contra infeccdo quando administrada como vacina de DNA
em um cronograma de trés doses (Lima et al., 2003) ou na presenca de diferentes
adjuvantes (Baek et al., 2003). Camundongos imunizados com a HSP65 de M.
leprae clonada em vetor contendo sequéncias de DNA imunoestimulatérias também
foram protegidos (Nomaguchi et al., 2002).

Ja em fungos patogénicos, tais como H. capsulatum, a proteina
HIS-62, um membro da familia HSP60, isolada de fracdes de parede e membrana
da fase leveduriforme do fungo, bem como a proteina recombinante, conferem
protecdo, em camundongos, contra a histoplasmose (Gomez et al.,, 1995). O
mapeamento da eficacia de protecao de regides da proteina permitiu a identificacao

de um dominio da HSP60, o qual confere protecao contra doses subletais e letais de
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H. capsulatum (Deepe et al., 1996). A resolucédo da infeccdo é coincidente com a
liberacao de citocinas e proliferacdo de células T (Cain & Deepe Jr., 1998). A
HSP60 de H. capsulatum promove a ativacao de células T e protege os animais
infectados e tem sido testada como vacina profilatica na histoplasmose (Deepe Jr &
Gibbons, 2002). Adicionalmente, verificou-se, através de experimentos de
citolocalizagdo, que a HSP60 de H. capsulatum esta localizada na superficie de
células leveduriformes sob a forma de pequenos agrupamentos e media a ligagdo de
células leveduriformes a macréfagos CD11/CD18 (Long et al., 2003). Em C. immitis
a HSP60 induz, em camundongos imunizados com o patégeno, resposta
proliferativa de células T (Li et al., 2001, Thomaz et al., 1996).
Com relacao as proteinas HSP 70 e 60 de P. brasiliensis, verificou-
se que sao preferencialmente expressas em leveduras, quando comparadas a
micélio. O fato da expressdo dos genes que codificam para essas proteinas serem
induzidos por estresse térmico € sugestivo do possivel envolvimento destas na
transicao de P. brasiliensis (Salem-lzacc et al., 1997, Silva et al., 1994). Walmsley
& Walmsley (2000) sugerem que as HSPs, ao detectar mudanga de temperatura,
iniciem a sinalizag&o intracelular para que o processo de dimorfismo ocorra. O cDNA
codificante para a proteina HSP60 foi clonado e caracterizado em nosso laboratério
(Salem-lzacc et al., 2001). O cDNA foi expresso em Escherichia coli para produgao
da proteina recombinante, a qual foi purificada por cromatografia de afinidade. Um
total de 169 amostras de soros de pacientes foi testado através de Western blotting
com a proteina recombinante purificada. Ensaios de immunoblotting indicaram que a
proteina recombinante foi reconhecida por anticorpos em 72 dos 75 soros testados
de pacientes com PCM. Nao foi detectada reacéo cruzada com soros individuais de

pacientes com aspergilose, esporotricose, criptococose e tuberculose. A reatividade
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da HSP60 foi observada em 9,52% dos soros de pacientes controle e 11,5% de
pacientes com histoplasmose. A alta sensibilidade e especificidade (97,3 e 92,5%
respectivamente) para HSP60 sugeriu que a proteina recombinante pode ser usada
sozinha ou associada a outros antigenos recombinantes, para detectar resposta a
anticorpos em pacientes infectados com P. brasiliensis (Cunha et al., 2002). Em
nosso trabalho noés avaliamos a PbHSP60 como um alvo da resposta immune
mediada por células T contra P. brasiliensis e rastreamos os requisitos celulares

para sua atividade protetora durante a fase indutiva e expressiva da resposta imune.

23



Doutorado em Patologia Molecular, Faculdade de Medicina, Universidade de Brasilia

Renata de Bastos Ascenco Soares

Il - OBJETIVOS

o Avaliar a antigenicidade e imunogenicidade de PbHSP60 como um alvo da

resposta imune mediada por células ao P. brasiliensis.

o Determinar as subpopulacdes de células T envolvidas na resposta imune

protetora a PbHSP60.
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Ill - DISCUSSAO

A Paracoccidioidomicose é classificada como uma das micoses profundas
endémicas que divide vérias caracteristicas clinicas com outras micoses tais como
histoplasmose, blatomicose e coccidioidomicose. A nivel histoldgico, a infecgao por
P. brasiliensis é caracterizada por um infiltrado crénico mononuclear e linfocitico,
formacao de granulomas, necrose caseosa e fibrose. Estas caracteristicas podem
também ser observadas em outras micoses profundas e infecgdes por patdégenos
intracelulares facultativos. Do ponto de vista clinico, a PCM pode se apresentar
como uma infecgdo crdnica, disseminada com episodios de laténcia que podem
geralmente ser vistos em infecgdes com parasitas intracelulares facultativos
(Anderton et al., 1994, Blander 1993, LaVerda, 1999). Epidemiologicamente, a
PCM pode geralmente afetar individuos imunocompetentes, mas a prevaléncia da
severidade, o carater invasivo e as formas clinicas letais sdo mais prevalentes em
pacientes com defeitos na resposta immune celular, sugerindo fortemente que a
imunidade mediada por células T tem um importante papel na resisténcia contra P.
brasiliensis (Kashino et al., 2000, Souto et al., 2000).

Subpopulagdes distintas de células T auxiliares sao conhecidas por estar
envolvidas em vias divergentes da resposta immune (Deepe Jr et al., 1996). A
imunidade ao P. brasiliensis pode ser regulada pela resposta Th1 ou Th2 que
finalmente determinaria a resolucdo da infeccao (Gomez et al., 1995). Existem
poucos relatos descrevendo o papel de antigenos de P. brasiliensis na inducao da

resposta imune de protecdo na PCM experimental. Muitos dos trabalhos com

25



Doutorado em Patologia Molecular, Faculdade de Medicina, Universidade de Brasilia

Renata de Bastos Ascenco Soares
antigenos tem focado na resposta immune humoral especificamente para
sorodiagnéstico. Uma molécula exocelular conhecida como gp43 é um antigeno
candidato para diagnostico da infecgao por P. brasiliensis. A vacinagao com a gp43
recombinante ou o DNA codificante para gp43 protege camundongos susceptiveis a
infeccdo (Taborda et al., 1998). O sucesso da vacinacao tanto com a proteina
completa tanto com o peptideo € dependente do estimulo da resposta Thi. O
dominio P10 da gp43 também estimula a imunidade celular e tem efeito protetor
contra a infecgéo intraqueal por um isolado virulento de P. brasiliensis (Taborda et
al., 2004, Taborda et al., 1998). Esta atividade protetora esta correlacionada com a
inducao de uma populagéo de linfécitos T secretores de IFN- y. A atividade protetora
de antigenos de P. brasiliensis fracionados por cromatografia de troca ibnica tem
sido estudada. Duas fracbes chamadas de FO e Fll tem demonstrado conferir
protecdo em camundongos, enquanto outra fragdo, chamada Flll, exacerba a
doenca (Diniz et al., 1999). A imunizacdo dos camundongos com FO e FlI,
predominantemente localizados na superficie da célula, estimularam um efeito
protetor contra formas leveduriformes altamente infectivas de P. brasiliensis.
Embora, a fragédo Flll induz a producao de IFN- v, esta propriedade nao resultou em
protecao contra a infeccao (Diniz et al., 2004, Goes et al., 2005).

Previamente, a HSP60 de H. capsulatum foi identificada como um
proeminente alvo da imunidade mediada por células T e uma vacina protetora em
histoplasmose pulmonar experimental (Deepe & Gibbons, 2002, Scheckelhoff &
Deepe, 2005). Outros autores tem descrito observacbes similares em varios
modelos de infeccdo com parasitas intracelulares. Dado o alto nivel de conservacao
evolutiva dentre os membros da familia das proteinas de choque térmico, e

particularmente entre o gene e a proteina HSP60 de H. capsulatum e P. brasiliensis,
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nés postulamos que a PbLHSP60 dividiria algumas de suas propriedades
imunobiolégicas com a HSP60 de H. capsulatum. Nés utilizamos um modelo
respiratério de infeccao por P. brasiliensis em camundongos BALB/c. Esse isolado
tem sido usado em outros estudos por véarios grupos para analise da infecgéao
pulmonar com P. brasiliensis (Aristizabal et al., 2002, Cock et al., 2000, Diniz et
al., 2004, Gonzalez et al., 2005, Marques et al., 2006, Pinto et al., 2000). Os
camundongos inoculados com 1,0 x 10° ou 1,0 x 107 células leveduriformes de P.
brasiliensis desenvolveram um previsivel curso da infec¢cdo, onde o agente
infeccioso pode ser recuperado e quantificado até 12 semanas apds o desafio inicial.
No6s fomos capazes de detector disseminagdo para o baco e figado, mas a carga
fungica foi maxima nos pulmaoes.

Tem sido estabelecido que IFN-+y tem um papel crucial na protecao contra
varios patégenos através do aumento da atividade citotoxica do macrofagos (Cano
et al., 1998). Baixos niveis ou auséncia de secrecao de IFN-y tem sido associados
com formas severas da PCM. Achados experimentais mostram que camundongos
diferentes previamente infectados com MADb anti-IFN- y preveniram a depuracao das
células leveduriformes dos pulmdes e promoveram a disseminacao para o figado e
baco (Cano et al., 1998, Kashino et al., 2000). N6s inicialmente determinamos que
a exposicdo a células leveduriformes viaveis de P. brasiliensis estimularam o
reconhecimento da PbHSP60 recombinante, demonstrado pela resposta proliferativa
de esplendcitos. Esses achados estdo de acordo com o que tem sido relatado em
outros modelos de infeccdo: moléculas de HSP60 de origem microbiana tém sido
caracterizadas como alvo do reconhecimento de células T, como fracGes
substanciais de clones de células T séo reativas a epitopos contidos dentro desta

molécula (Deepe & Gibbons, 2003, Scheckelhoff & Deepe, 2005).
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Quando nés imunizamos o0s animais com a proteina recombinante PbHSP60,
também detectamos uma vigorosa resposta proliferativa de esplenécitos em
associacao com a secrecao significativa de IFN-y e ndo de IL-4. Estes resultados
indicam que a imunizagado com a PbHSP60 estimula a resposta imune Th1. Estudos
prévios em modelo de infecgdo experimental por H. capsulatum tem destacado o
papel crucial da producéo de IFN-y na resisténcia contra patdégenos intracelulares.
Tem sido postulado que o estimulo de IFN-y € necessario para a transicdo de
macréfagos de um estado permissivo, que permite a sobrevivéncia e replicacao
intracelular de leveduras de H. capsulatum, para um estado ativado, capaz de
restringir e matar o fungo intracelular. Inversamente, a neutralizacdo de IFN-vy por
anticorpos monoclonais resulta na falha do controle e/ou reativacao da infeccao
(Scheckelhoff & Deepe, 2005).

No intuito de fornecer uma importante ligagdo entre a imunidade inata e
adquirida varios grupos de investigadores tém tentado elucidar o papel da IL-12, a
citocina pro-inflamatoria principalmente produzida pelas células fagocitarias (células
dendriticas, mondcitos/macrofagos e neutréfilos polimorfonucleares) (Trinchieri,
1995). IL-12 é requisitada para o desenvolvimento da resposta Th1 contra infecgdes
fungicas. O tratamento de camundongos com IL-12, no inicio da infeccao, via
intravenosa ou intraqueal, com Cryptococcus neoformans, H. capsulatum, ou C.
immitis fornece protecao aos animais (Jiang et al., 1999, Kawakami et al., 1996,
Zhou et al., 1997). O efeito protetor da IL-12 esta associado com o deslocamento da
expresséo das citocinas Th1 e Th2. A neutraliza¢do in vivo de IL-12 agrava a PCM
pulmonar de ambos os camundongos, resistentes e susceptiveis. A importancia
desta citocina no desenvolvimento de células Th1 € peca chave para elucidar os

mecanismos de resposta imune mediada por células e, em nossos experimentos,
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nao pudemos estabelecer, por enquanto, uma correlagao entre producao de IL-12 e
protecdo mediada por vacina. Uma investigacdo mais detalhada estd sendo
desenvolvida para responder a essas questoes pertinentes (Benard et al., 2001).

Na PCM experimental, tanto células CD4 quanto CD8 participam na
depuragédo da infeccdo (Arruda et al., 2002, Cano et al., 1998, Kashino et al.,
2000, Souto et al., 2000). Nés demonstramos que ambas foram importantes na fase
aferente da vacinagéao, mas na fase eferente,a eliminacédo dos dois tipos de células
aboliu a protegdo. Esses achados sao similares aos encontrados para a HSP60 de
H. capsulatum (Deepe Jr & Gibbons, 2002), mas diferem daqueles quando
leveduras vivas sado usadas como antigeno (Wuthrich et al., 2003). Neste cenario,
células CD4" sado indispensaveis e CD8" compensam pela sua auséncia em mediar
a imunidade protetora. Estes resultados claramente demonstram que a imunizagao
com microrganismos viaveis ndo ativam os dois subtipos de células T, onde a
proteina recombinante parece produzir apenas um tipo de populagdo de células T.
Modificar uma proteina para traficar em ambas as classes do complexo de
histocompatibilidade principal péde ser de grande valor na producdo de células
protetoras CD4" e CD8".

Concluindo, n6s pudemos demonstrar que a proteina recombinante HSP60 de
P. brasiliensis pode conferir uma resposta protetora em camundongos BALB/c. Este
trabalho estende o numero de antigenos que podem ser considerados para o
desenvolvimento de vacinas contra este patdégeno e estende o nimero de patdégenos

que podem ser protegidos com HSP60.
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IV - MANUSCRITO I

— Versao submetida a Infection and Immunity
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ABSTRACT

Paracoccidioides brasiliensis causes a chronic granulomatous mycosis prevalent in
Latin America. Successful resolution of infection with this fungus is dependent on activation
of cellular immunity. We previously identified heat shock protein 60 as a target of the
humoral response in paracoccidioidomycosis. Herein we expressed the gene encoding the heat
shock protein 60 in Escherichia coli and analyzed the immunological activity of this
recombinant antigen. Immunization of BALB/c mice with recombinant protein emulsified in
adjuvant stimulated a cellular immune response as assessed by proliferation and interferon-
gamma production. Vaccination with heat shock protein 60 reduced fungal burden in mice
given 10° or 107 yeasts. CD4" cells were necessary for the efficacy of vaccination in both the
afferent and efferent phases. Thus, we have demonstrated that this immunodominant antigen

is a candidate for development of a vaccine against this fungus.
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INTRODUCTION

The dimorphic fungus, Paracoccidioides brasiliensis, is the etiological agent of
paracoccidioidomycosis (PCM), a deep mycosis endemic in Latin America, including Brazil
(43). P. brasiliensis infection is caused by the inhalation of air-bone conidia. PCM exhibits a
wide spectrum of clinical and pathological manifestations, ranging from benign and localized
forms to severe disseminated disease (10, 34). In most cases, the infection is localized
primarily to the lungs, but can disseminate to other organs (43).

Experimental (14, 15, 45) and clinical (12, 36, 37, 38) studies have indicated the
relevance of humoral and/or cellular immune responses in the pathogenesis and evolution of
PCM. Specific T cell-mediated immune responses play a fundamental role in resistance to P.
brasiliensis. When compared to individuals with localized disease, patients with systemic
PCM display several defects in cellular immunity characterized by impaired in vivo delayed
type hypersensitivity reactivity, alterations in the ratio of CD4"/CD8" cells, an imbalance in
cytokine levels, and a depressed in vitro T cell proliferation to fungal antigens (2, 5, 6, 7, 11,
37, 38).

Heat shock protein 60 (HSP60) from fungal, protozoal and bacterial pathogens has
been identified as a prominent antigen recognized by CD4" cells. Recombinant preparations
of pathogen-derived HSP60 have been successfully used as vaccines in infection models (18,
24, 31, 35, 39, 40, 42, 48, 49). In murine histoplasmosis, both native and recombinant HSP60
mediate a protective immune response. Vaccination with recombinant HSP60 reduces the
fungal burden in mice given a sublethal inoculum of yeast cells and improves survival in
animals challenged intranasally with a lethal inoculum (20, 24). A surface form of H.
capsulatum HSP60 is involved in adhesion of parasite yeast cells to host macrophages via

interaction with CD18 integrin receptors (32).

32




Doutorado em Patologia Molecular, Faculdade de Medicina, Universidade de Brasilia
Renata de Bastos Ascenco Soares

Intrigued by the immunological properties of the highly conserved family of HSP60
proteins, recently, our group isolated the complete coding cDNA of HSP60 from P.
brasiliensis. Initially, we studied the humoral immune responses to this antigen among human
subjects. By immunoblot analysis, recombinant P. brasiliensis HSP60 was recognized by
antibodies in 72 of 75 sera from paracoccidioidomycosis patients. No cross-reactivity was
detected with individual sera from patients with aspergillosis, sporotrichosis, cryptococcosis
and tuberculosis. Reactivity to HSP60 was observed in sera from 9.52% of control healthy
individuals and 11.5% of patients with histoplasmosis (17, 26).

In the present study we developed a murine model of pulmonary PCM in order to
examine the cellular immune responses against PPHSP60 antigen. We endeavored to
delineate the protective immune response elicited by recombinant HSP60 in the inductive and
expressive phases of vaccine-induced immunity, and identified the T cell subpopulations
responsible for HSP60 protective properties. Our results suggest that vaccination with the
recombinant protein PPHSP60 conferred protection in mice against a pulmonary PCM in
mice. Depletion of CD4" cells during the inductive and expressive phase of vaccination
abrogated the protective activity of PPHSP60.

MATERIALS AND METHODS

Animals. BALB/c (H-Zd) mice were purchased from Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine.
Animals were housed in isolator cages and were maintained by the University of Cincinnati,
Department of Laboratory Animal Medicine, which is accredited by the American
Association for Accreditation of Laboratory Animal Medicine. All animal experiments were
done in accordance with the Animal Welfare Act guidelines of the National Institutes of
Health.

Preparation of P. brasiliensis yeast cells and infection of mice. P. brasiliensis isolate 01

(ATCC MYA-826), was cultured on liquid media Ham’s F- supplemented with 18 g of
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glucose, 0.6% HEPES, 1% cystine, 0.1% L-glutamic acid at 37°C in an orbital incubator at
200 rpm. After 7 days, log phase cultures were harvested by centrifugation, washed 3 times
with HBSS (Mediatech, Inc., Herndon, VA) and yeasts were enumerated in a hemocytometer.

Experimental infection was initiated by lightly anesthetizing the animals with 3% isofluorane,

followed by intranasal inoculation of 1 X 109 or 1 x 107 P. brasiliensis yeast cells in a
volume of 50 pl.

Pb HSP60 production. To generate recombinant protein, the intron-free PPHSP60 was
incubated with the following set of primers (the positions of the bases are given in relation to

the ATG starting codon): NHj-terminal sense (bases 1 to 17), 5’-

GCGGCCGCCATATGCAGCGAGCTTTTAC -3’; and carboxy-terminal antisense (bases
1764 to 1776), 5’- GCGGCCGCCAGATCTCTGAACATACCCCCG-3’. The sense primer
introduces an Ndel site (underlined), and the carboxyterminal antisense primer introduces a
Bglll site (underlined). The material was amplified by polymerase chain reaction using the
following conditions: 94°C for 60 s and 72°C for 3 min for 35 cycles with High Fidelity Taq
polymerase (Invitrogen, San Diego, CA). The gene product was gel purified and cloned into
the Ndel and BamHI sites of pET19b (Novagen, Madison, Wis.). The plasmids were
transformed into BL21 (DE3) lysogen host cells. To express the recombinant protein,
transformed Escherichia coli cells were grown in Luria-Bertani medium (1000 ml) at 37°C in
a shaking incubator with the Overnight Express™ Autoinduction System (Novagen, Madison,
WI) at 200 rpm, overnight. Cells were harvested by centrifugation at 5,000 x g. E. coli pellets
were resuspended in a buffer consisting of 10 mM imidazole, 500 mM NaCl, and 50 mM
Tris-Cl (pH 7.9) and lysed by a freeze-thaw cycle followed by sonication. Soluble and
insoluble fractions were separated by centrifugation at 20,000 x g. The insoluble pellet
fraction was found to contain the recombinant product when analyzed by sodium dodecyl

sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE).
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HSP60 purification. The insoluble pellet fraction was resuspended by sonication in a
denaturing solubilization buffer consisting of 4 M urea, 500 mM NaCl, 10 mM imidazole, and
50 mM Tris (pH 7.9). The denatured material was recovered in supernatants after a
centrifugation at 20,000 x g and filtered through a 0.22-um-pore-size cellulose acetate

membrane to remove particulate material. The protein was purified by metal chelate affinity

chromatography with a Niz"'—Sepharose affinity column (His-Bind; Novagen, Madison, Wis)
and washed with 60 mM imidazole. The recombinant product was eluted with 140 mM
imidazole in the same buffer. Eluted material was dialyzed against 20 mM Tris (pH 7.4) — 200
mM NaCl containing decreasing concentrations of urea. The eluate was concentrated by
ultrafiltration and the protein concentration was determined by the Bradford method (9).

Immunization of mice with PhPHSP60. Groups of mice were immunized subcutaneously at
the base of the tail with PDPHSP60 or an equal amount of bovine serum albumin (BSA).
Antigens were suspended in adjuvant containing monophosphoryl lipid A, synthetic trehalose
dicorynomycolate, and cell wall skeleton (Corixa, Hamilton, Mont.). The cell wall skeleton
was derived from streptococcal species. Animals were injected subcutaneously with 0.1 mL
of emulsion (10 pg of protein) twice. Injections were separated by 2 weeks. BSA was

purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, Mo.).

Depletion of T cell subsets. To determine the influence of CD4+ or CD8+ cells on the
inductive phase of vaccination, mice were injected intraperitoneally with 100 pg of
monoclonal antibody (MAb) to CD4 or CD8 on days -7 and -3 and on the day of the first
immunization. This amount of MADb achieved a > 95% depletion of both cell populations as
determined by flow cytometry. Subsequently, mice received 100 pg of MADb each week until
the end of the experiment. Mice were challenged with P. brasiliensis 2 weeks

postvaccination.

35




Doutorado em Patologia Molecular, Faculdade de Medicina, Universidade de Brasilia

Renata de Bastos Ascenco Soares
Organ culture for P. brasiliensis. Groups of four to six mice of each treatment were
sacrificed at 2, 4 and/or 6, 8, 12 weeks post infection. Lungs, livers and spleens were removed
aseptically and homogenized individually in 10 mL of sterile saline solution by a Teflon
tissue grinder. Homogenates were diluted serially and 0.1 mL of each dilution was plated in
duplicate onto brain heart infusion agar (Difco) (5% agar [wt/vol] supplemented with 4%
(vol/vol) fetal bovine serum (Atlanta Biologicals) and 10 pug of gentamicin per mL. Plates
were incubated at 37°C, and colonies were counted daily until no increase in counts was

observed. The fungal burden was expressed as the mean number of CFU per whole organ +

the standard error of the mean (SEM). The limit of detection was 102 CFU.
Splenocyte preparation. Spleens from mice were teased apart between frosted ends of two

glass slides. Cells were washed three times with HBSS (BioWhittaker, Walkersville, Md.) and

resuspended at a concentration of 2.5 x 100 cells per mL in RPMI medium containing 10%
fetal bovine serum, 1% L-glutamine, 1% sodium pyruvate, 1% nonessential amino acids, and
10 pg of gentamicin/mL.

Proliferation assay. Male BALB/c mice were subcutaneously immunized with 10 pg and
100 pg of PPHSP60 in an adjuvant containing monophosphoryl lipid A, synthetic trehalose
dicorynomycolate, and cell wall skeleton (Corixa, Hamilton, Mont.). Control mice were

injected with BSA alone. Splenocytes were prepared as described above. To each well of a

microtiter plate, 5 X 10 splenocytes in 0.1 mL of medium were added (RPMI 1640
containing 10% FBS, 10 mg of gentamicin/mL); 50 pL of either medium or antigen
(PbHSP60) was added to each well in different concentrations (0.5, 2.5, 5, 25, 50 ug/ml). The

cells were incubated for 120 h. Cells were pulsed 18 h before being harvested with the

addition of 1 uCi of [3H]thymidine (specific activity, 6.7 Ci/mmol; New England Nuclear,
Boston, Mass.). Cells were harvested to glass fiber filter paper, and the incorporation of

radioactivity was measured by a liquid scintillation counter. Activity was analyzed as the
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stimulation index: the counts per minute of cells stimulated with antigen divided by the counts
per minute of cells in media alone. Reactivity to POPOHSP60 was defined as a stimulation index
indicating a > 2.5-fold increase in the proliferation of cells compared to that of cells that were
cultured in medium alone. The experiments were performed at least three times.
Determination of cytokine production ir vitro. Splenocyte suspensions were prepared from
BALB/c mice immunized with PPHSP60, or BSA at 14 days after each vaccination. 5 x 10°
splenocytes per well of suspension was added to each well of a 24-well plate. Cells were
exposed to (0, 0.5, 1.0, 10 pg) of antigen in a volume of 25 pL. or were incubated with an

equal volume of buffer. The cell suspensions were cultured for 24 h at 37°C in 5% CO»,, and

the supernatant from cultures was harvested, filter sterilized, and stored at -70°C until
assayed. The cytokine concentrations in splenocyte supernatants were determined by antigen
capture, enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). We measured interferon (IFN)-
gamma, interleukin (IL)-4, IL-12p70, tumor necrosis factor (TNF)-alpha, (Endogen,
Cambridge, Mass.), and IL-10 (PharMingen, San Diego, Calif.). We expressed the results as
the change in the level of cytokine, by subtracting the amount of cytokine detected in non-
stimulated splenocytes from that found in the supernatant of antigen-stimulated cells.
Statistical analysis. The protective activity of PPHSP60 was determined by comparing the
organism burden in organs form immunized and control animals using ANOVA a P< 0.05
was considered significant. The levels of cytokine production were compared in response to
PbHSP60.

RESULTS

P. brasiliensis pulmonary infection and dissemination. The evolution of the disease in
BALB/c mice infected intranasally was monitored by CFU counts in the lungs, livers and
spleens at different post infection periods (2, 4, 8, and 12 weeks). The number of CFU in the

lungs of BALB/c mice at week 2 postinfection was significantly higher than after week 4.
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Thereafter, the CFU counts in lungs were steady for weeks 4, 8 and 12. Yeast cells were
recovered in the liver and spleen during weeks 2 to 12, and their numbers remained constant
over that interval (Fig. 1).

Splenocytes from mice injected with yeast cells or with PhPHSP60 proliferate in response
to PbHSP60. To determine if POPHSP60 elicits a specific cellular immune response, BALB/c
mice were immunized subcutaneously twice with 10 pg, 100ug of PPHSP60 or with BSA as a
control. Figure 2 shows that splenocytes from animals immunized with 10ug of PbHSP60 or
with 100 pg of PPHSP60 proliferate when exposed to the protein in vitro, while splenocytes
from control mice did not. The proliferative response by cells from animals injected with
10pg of antigen exceeded that of mice given immunized with 100 g of HSP60 at the higher
in vitro concentrations.

PbHSP60 vaccination specifically enhances in vitro production of IFN-gamma.
Splenocytes from mice immunized with PDPHSP60 or BSA, as a control, were stimulated with
increasing concentrations of PPHSP60 in vitro. The production of IFN-gamma by splenocytes
from the immune group was significantly greater (P < 0.01) than that the control group with
BSA at 10 pg of PbHSP60 in vitro concentration (Fig. 3). IL-4, IL-10, IL-12 and TNF-alpha
levels were assayed concomitantly, but we found no significant differences between immune
and control groups (data not shown).

Protective activity of PP HSP60. We sought to determine whether the observed Thl T cell
recognition of PbPHSP60 antigen could confer protective immunity in BALB/c mice. Groups
of six mice were injected with a total of 10 ug of PPHSP60 or with an equal amount of BSA

emulsified in RIBI adjuvant. As an additional control, a group of mice were unimmunized.

Two weeks after immunization, mice were challenged with 1 x 100 or 1 x 107 yeast cells
intranasally, and we analyzed the fungal burden in lungs following immunization. Fungal

burden was assessed for 12 weeks in mice that were infected with the smaller inoculum and
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for 6 weeks in mice that received the higher inoculum (Fig. 4). In mice that received 1 x 10°
yeasts, there was a significant decrease in fungal burden (P<0.01) at weeks 2 and 4 (Fig. 4A).
At weeks 8 and 12 the fungal burden in lungs was not different (Fig. 4B). With the higher

inoculum, a significant effect (P<0.01) was observed at weeks 2 and 6 (Fig. 4B).
Requirement for CD4+ or CD8+ cells in vaccine-mediated protection. Groups of mice

were depleted of either CD4 or CD§ or both by MAD injections, before immunization with
PbHSP60. As a control, groups of vaccinated mice were given rat IgG. After the second

immunization with antigen, treatment with MAb was discontinued, and cells were allowed to

repopulate over a period of six weeks. Subsequently, mice were challenged with 1.0 x 100
yeast cells i.n. Depletion of CD4" or both CD4" and CD8" cells during the inductive phase of
immunization effectively abolished the protective efficacy of PPHSP60 as observed at 2
weeks (Fig. 5A). At 4 weeks, the effect of CD4" cell depletion was not as dramatic as at 2
weeks. However, elimination of both subsets eliminated the effect of PbHSP60. Animals
depleted of CD8" were protected by the vaccine and were able to control the fungal burden as

well as controls.

Subsequently, we examined the role of CD4Jr and/or CD8Jr cells during the expressive
phase of immunization. In this experimental design, animals were vaccinated with POHSP60
while their T cell subpopulations were intact. Then, 2 weeks after vaccination, mice were
administered MADb to either CD4, CDS, or both, while other groups received rat IgG as a
control. Infection was initiated by intranasal inoculation 1 week after the cell depletion. All

unvaccinated mice succumbed to infection, whereas all vaccinated mice administered rat IgG
+
survived. Depletion of CD8 cells did not alter the efficacy of vaccination at week 2 (Fig. 5,

panel B). Vaccinated mice in depleted of CD4+ cells or CD4" and CD8" subsets failed to
control infection (P < 0.05 compared to HSP60-immunized mice given rat IgG, MAb to CD4,

MAD to CDS or both).
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Figure 1. Time course of P. brasiliensis infection. Mice were infected i.n. with 1 X 100 P.
brasiliensis isolate Pb01 yeast cells, and groups of mice euthanized at weeks 2, 4, 8, and 12
post infection. Each bar represents the mean of six animals. Range bars represent standard

errors of the means.
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Figure 2. PPHSP60 is a target of the cellular immune response to P. brasiliensis. Increasing

concentrations of PHPHSP60 (0.5, 2.5, 5, 25, 50 pg/ml) were incubated with 5 x 103

splenocytes from BSA immunized mice or mice immunized with 10 or 100 pg of P.

brasiliensis recombinant HSP60. [3H]thymidine incorporation was measured after 6 days of

culture. Pooled results of three experiments are illustrated.
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Figure 3. Cytokine levels in supernatants from splenocytes of mice injected with BSA, or
PbHHSP60 and stimulated with cognate antigen. At serial intervals after immunization, spleen

cells from mice were stimulated for 48 h with equal amounts of BSA, or PPHSP60, and the
levels of IFN-y in supernatants were determined by ELISA. Results represent the means +

SEM for six mice at each time point. *, P < 0.01 compared to BSA.
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Figure 4. Protective efficacy of PPHSP60. Groups of BALB/c mice was immunized with 10

pg of PPHSP60 or with an equal amount of BSA. Two weeks after the last injection of
antigen, the animals were challenged with 1 X 109 or 1 x 107 yeast cells intranasally. (A)

Time course of animals immunized with PPHSP60 or BSA and infected with 1 x 100 yeast

cells. (B) Time course of animals immunized with PP HSP60 or BSA and infected with 1 X

107 yeast cells.
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Figure S. CFU in lungs of T-cell-depleted and PbHSP60-vaccinated mice. (A) Mice (n = 6)
were immunized, concomitantly depleted of CD4 or CDS8 cells or both and challenged with 1
x 100 yeast cells. A group of immunized mice was administered rat IgG. (B) In the expressive
phase, groups of mice (n = 6) were vaccinated and then depleted of CD4 or CD8 cells or both

cells challenged with 1 % 100 yeast cells. Immunized controls received rat IgG. CFU were
enumerated at week 2 and 4 of infection. The data represent mean logl0 CFU +SEM. The

results of one of two experiments are shown. *, P < 0.05 compared to immunized controls.
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DISCUSSION

PCM is classified as one of the deep endemic mycoses, sharing several clinical and
pathological characteristics with histoplasmosis, blastomycosis, and coccidioidomycosis. At
the histological level, P. brasiliensis infection is characterized by a chronic mononuclear and
lymphocytic infiltrate, the formation of granulomas, caseating necrosis, and fibrosis. These
features may also be observed in other deep mycoses and infections with facultative
intracellular pathogens such as Mycobacteria. From the clinical point of view, PCM may
present as a chronic, disseminated infection with episodes of latency and relapses that is
characteristically seen in infections with facultative intracellular parasites (1, 8, 30).
Epidemiologically, PCM may often affect otherwise immunocompetent individuals, but the
prevalence of severe, invasive and lethal clinical forms is more prevalent in patients with
defects in cellular immune responses, strongly suggesting that the T cell mediated immunity
plays a central role in resistance against P. brasiliensis (28, 46).

Distinct subpopulations of helper T cells are known to be involved in divergent
pathways of immune responses (20). Immunity to P. brasiliensis may be regulated by Thl or
Th2 subsets that would ultimately determine the outcome of the infection (24). There are only
few reports describing the role of P. brasiliensis antigens on induction of protective immune
response in experimental PCM. Much of the work with antigens has focused on the humoral
response specifically for serodiagnosis. An exocellular molecule termed gp43 is a candidate
antigen for PCM diagnosis of P. brasiliensis infection. Vaccination with recombinant gp43
protein or the DNA encoding gp43 protects susceptible mice from infection (48). The success
of vaccination with either the entire protein or the peptide is dependent on eliciting Thl
response. The P10 domain of gp43 also stimulates cellular immunity and is protective against
intratracheal infection by a virulent strain of P. brasiliensis (47, 48). This protective activity is

correlated with the induction of an IFN-gamma secreting Th-1 lymphocyte population. P.
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brasiliensis antigens fractioned by anion exchange chromatography have been examined for
protective activity. Two fractions termed FO and FII have been demonstrated to confer
protection in mice, whereas another fraction, FIII, exacerbates diseases (22). The
immunization of mice with FO and FII, predominantly surface-localized antigens, elicited a
protective effect against highly infective yeast forms of P. brasiliensis. Although, FIII fraction
induces IFN-gamma, this property did not result in protection against challenge infection (21,
23).

Previously, we had identified H. capsulatum HSP60 as a prominent target of T cell
mediated immunity and a protective vaccine in experimental pulmonary histoplasmosis (18,
44). Others have reported similar observations in several models of infection with intracellular
parasites. Given the high level of evolutionary conservation among the heat shock protein
family, and particularly among H. capsulatum and P. brasiliensis HSP60 gene and protein
sequence, we postulated that PPHSP60 would share some of the immunobiological properties
of H. capsulatum HSP60. We utilized a model of respiratory P. brasiliensis infection in
BALB/c mice. This strain has been used previously by several groups for analysis of
pulmonary infection with P. brasiliensis (3, 16, 21, 25, 33, 41). Mice inoculated with 1 x 10°
or 1 x 107 P. brasiliensis yeasts developed a predictable course of infection, in which the
infectious agent could be recovered and quantified up to 12 weeks after the initial challenge.
We were also able to detect dissemination to spleen and liver organs (data not shown), but
organism burden was maximal in the lungs.

It has been well established that IFN-gamma plays a pivotal role in protective against
various pathogens through enhancement killing activity of macrophages (13). Low levels or
absence of IFN-gamma secretion have been associated with severe forms of PCM.
Experimental findings show that different mouse strains previously infected with anti- IFN-

gamma MADb prevent the clearance of yeast cells from the lungs and promotes their
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dissemination to the liver and to the spleen (13, 28). We initially determined that exposure to
viable P. brasiliensis yeast elicited recognition of recombinant PPHSP60, demonstrated by
splenocyte proliferative responses. These findings are in line with what has been reported in
other infectious models: HSP60 molecules of microbial origin have been characterized as
targets of T cell recognition, as substantial fraction of T cell clonotypes are reactive to
epitopes contained within this molecule (19, 44).

When we immunized animals with recombinant PPHSP60, we also detected a
vigorous splenocyte proliferative response in association with secretion of significant of IFN-
gamma and not IL-4. These results indicate that POPHSP60 immunization elicited a Thl
immune response. Our previous studies in H. capsulatum experimental model of infection
have highlighted the pivotal role of IFN-gamma production in resistance against intracellular
pathogens. It has been postulated that IFN-gamma stimulation is necessary for the transition
of macrophages from a permissive state, which allows the intracellular survival and
replication of H. capsulatum yeasts, to an activated state, able to restrict and kill intracellular
fungus. Conversely, neutralization of [FN-gamma by MADb results in failure to control and/or
infection reactivation.

To provide an important link between innate and acquired immunity many groups of
investigators have tried to elucidate the role of IL-12, the proinflammatory cytokine mainly
produced by phagocytic cells (dendritic cells, monocytes/macrophages and
polymorphonuclear neutrophils) (50). IL-12 is required for the development of Thl responses
against fungal infections. Treatment of mice with IL-12 at the onset of an intravenous or
intratracheal infection with Cryptococcus neoformans, H. capsulatum, or C. immitis provides
protection to the animals, (27, 29, 52). The protective effect of IL-12 was associated with a
shift in the expression of Thl and Th2 cytokines. In vivo neutralization of IL-12 aggravates

the pulmonary PCM of both susceptible and resistant mice. Despite the relative importance of
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this cytokine in the development of Thl cells, we could not establish a correlation between
the IL-12 production and vaccine-mediated protection.

In murine PCM, both CD4 and CDS cells participate in the clearance of infection. (4,
13, 28, 46). Herein, we demonstrated that both that CD4" cells were important in the afferent
phase of vaccination but that in the efferent phase elimination of both subsets abolished
protection. These findings are similar to that found for HSP60 from H. capsulatum (18) but
differ from that when live yeasts are used as an antigen (51). In that scenario, CD4" cells are
dispensable and CD8" compensate for their absence in mediating protective immunity. These
results clearly demonstrate that immunization with a viable microbe does activate both
subsets of T cells whereas a protein appears to generate only a single protective T cell
population. Modifying a protein to traffic in both the class I and class II major
histocompatibility complex pathways might be of great value in generating protective CD4"
and CD8" cells.

In summary, we have demonstrated that HSP60 from P. brasiliensis can confer a
protective immune response in BALB/c mice. This work extends the number of antigens that
might be considered for vaccine development against this fungal pathogen and extends the

number of pathogens that can be protected with HSP60.
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| - INTRODUCAO

1 - TRANSFORMACAO GENETICA mediada por
Agrobacterium tumefaciens (ATMT)

A metodologia de transformacdo que utiliza a bactéria A.
tumefaciens vem sendo empregada ha muitos anos para transformar plantas
superiores. Recentemente foi mostrada a capacidade dessa bactéria em transferir
DNA para leveduras, fungos filamentosos, Streptomyces lividans e células humanas
(Hela) (Bundock et al., 1995, De Groot et al., 1998, Kado & Kelly, 2006, Kunik et
al., 2001.).

A. tumefaciens € um bacilo Gram-negativo aerdbico, flagelado e
encontrado no solo. Pertence a classe das a-proteobactérias e familia Rhizobiaceae
que inclui, entre outros, géneros de bactérias fixadoras de nitrogénio como
Rhizobium, Bradyrhizobium e Phyllobacterium (Lipp-Nissinen, 1993). No género
Agrobacterium, as espeécies A. tumefaciens e A. rhizogenes destacam-se por serem
patégenos de diversas espécies de vegetais por apresentarem os plasmideos Ti € Ri,
respectivamente. Estes conferem, as bactérias, capacidade para alterar o
metabolismo e desenvolvimento das células vegetais, que resulta na doenca
conhecida como “galha da coroa” no caso de A. tumefaciens, e a sindrome da “raiz
em cabeleira” por A. rhizogenes. O processo de colonizacdo da planta requer a
transferéncia de genes dos plasmideos para o genoma da planta, resultando no

desenvolvimento de um tumor na planta. Esse processo representa um mecanismo
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de engenharia genética natural, de transferéncia de genes entre reinos diferentes
(Gelvin, 2003).

Em condicbes naturais, a bactéria transfere parte de seu plasmideo
Ti (“Tumor inducing”) para a célula vegetal infectada. Esta seqtiéncia de DNA que é
transferida (T-DNA) € capaz de se integrar eficientemente no genoma da planta
hospedeira. O fragmento de T-DNA contém genes que codificam enzimas envolvidas
na sintese de opinas e de fitohorménios (Nam et al.,, 1997; Tinland, 1996),
responsaveis pela formacdo do tumor e sobrevivéncia da bactéria. Os hormdnios
vegetais sintetizados — &cido indol acético (auxina) e isopentenil-AMP (citocinina) —
induzem um desequilibrio hormonal, que tem como conseqtiéncia uma multiplicacao
descontrolada das células vegetais, resultando na formagao do tumor (Gelvin, 2003).

O mecanismo natural de transferéncia de genes entre
Agrobacterium e plantas ainda ndo é totalmente compreendido, mas grande parte da
base molecular envolvida nesse processo ja foi caracterizada. A maioria das
monocotileddneas, incluindo muitos cereais, apresenta resisténcia a infeccao pelo A.
tumefaciens, o que dificulta a transformacéo por esta via (De Groot et al., 1998).

As linhagens de A. tumefaciens sao divididas em trés grupos
principais, que variam entre si quanto as espécies de plantas hospedeiras,
caracteristicas metabdlicas e estrutura genémica, sendo que o grupo da linhagem
C58 é o mais estudado. Seu genoma é formado basicamente por um cromossomo
circular (2,84 Mb), um cromossomo linear (2,07 Mb), e dois megaplasmideos: pAtC58
(542,8 kb) e pTiC58 (214,2 kb). Os genes envolvidos na transformacao e na génese
do tumor estao localizados nos quatro elementos genéticos (Wood et al., 2001).

O plasmideo Ti (pTiC58) pode ser dividido em duas regides

principais: a regiao de viruléncia (vir) e a regidao de T-DNA (“Transferred DNA”). Além
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destas duas regides, o plasmideo Ti possui genes de replicacao e incompatibilidade
(ori e inc), catabolismo de opina (opc) e funcédo de conjugacao (fra), sendo nenhuma
destas sequiéncias necessarias a viruléncia (Hooykaas & Beijersbergen, 1994).

A regido de viruléncia é composta por um agrupamento génico
(denominado genes vir) e é responsavel pela regulagéo da transferéncia do T-DNA.
Esse conjunto de operons possui aproximadamente 40 kb e esta localizado
adjacente a borda esquerda do T-DNA (Hooykaas & Beijersbergen, 1994). As
unidades transcricionais dos genes vir sdo denominadas virA, virB, virC, virD, virE,
virF, virG e virH. Somente quatro locus vir sdo essenciais para a formacgao do tumor
(virA, virB, virD e virG), enquanto os outros afetam somente a eficiéncia da
transferéncia (Weising & Kahl, 1996). A regiao de T-DNA é a Unica parte do
plasmideo transferida para a célula hospedeira, e abriga os oncogenes (onc)
responsaveis pela producao de fitohormonios. O tamanho do T-DNA varia de 10 a 30
kb e é limitada por duas regides ou bordas constituidas de 25 pb denominadas borda
direita (RB — “Right Border”) e borda esquerda (LB — “Left Border”). Estas bordas sdo
seqléncias altamente homdlogas e estdo orientadas de forma repetida direta
(Gelvin, 2003). A presenca dessas sequéncias € que define o tamanho do T-DNA, e
experimentos mostraram que a borda direita € essencial para a ocorréncia da
transferéncia (Wang et al., 1984).

O processo de infecgao e transferéncia do T-DNA ocorre por uma
série de etapas: quimiotaxia, adesdo, indugdo da expressdao dos genes vir,
processamento do T-DNA, transferéncia do T-DNA, direcionamento do T-DNA até o
nucleo e integracdo do T-DNA no genoma (Sheng & Citovsky, 1996; Ziemienowicz,

2001; Gelvin, 2003).
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1.2 - TRANSFORMACAO GENETICA EM FUNGOS

A manipulagdo genética de fungos patogénicos permite um grande
avango na investigacdo de mecanismos de patogenicidade, viruléncia, muitos ainda
desconhecidos. Alguns fungos dimérficos ndo possuem um sistema de
transformacéao reprodutivel, o que torna dificil a caracterizagéo e identificacdo desses
fatores. Fungos como H. capsulatum, Cryptococcus neoformans, Blastomyces
dermatitidis, espécies de Candida, Aspergillus fumigatus e Coccidioides posadassi ja
possuem sistema de transformacdo adequado. O desenvolvimento do sistema de
transformacdo em fungos patogénicos foi mais tardio e sé foi possivel com a
introducao das técnicas de eletroporacao e biobalistica.

O plasmideo pDH33, contendo o gene hph flanqueado pelo
promotor glaA de A. niger e uma regido terminadora trpC de A. nidulans, foi usado
para construir um vetor pWI-1 para a transformacéo de B. dermatitidis. O promotor
glaA foi substituido por um fragmento de 375pb de B. dermatitidis que continha o sitio
de iniciagdo do gene WI-1 e elementos promotores. As células leveduriformes do
isolado ATCC 60915 foram transformadas com o pWI-1P linearizado por
eletroporacdo. Outros isolados também foram submetidos a transformagéo pelo
mesmo protocolo. Andlises do DNA genbémico destes transformantes mostraram
multiplas insergées do DNA plasmidial no cromossomo. Este fato contrasta com a
formacao frequente de plasmideo episomal contendo seqliéncias teloméricas tanto
em H. capsulatum quanto em C. neoformans (Woods & Goldman, 1993, Woods et

al., 19987, Woods et al., 1998). O estabelecimento de um sistema reprodutivel de
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transformacao genética B. dermatitidis forneceu subsidios para analise, por exemplo,
do papel da adesina WI-1 na aderéncia e viruléncia (Brandhorst et al., 1999, Klein
et al., 2000, Rooney et al., 2001). O locus WI-1 foi alvo de uma substituicao alélica
por rompimento, usando uma marca de selecdo dominante que codifica resisténcia a
higromicina B. Em trabalho posterior, camundongos infectados com o isolado
recombinante nocauteado apresentaram pulmdes com aparéncia normal, sugerindo
que o isolado atenuado pode vacinar contra a blastomicose pulmonar (Wuthrich et
al., 2000, Nemecek et al., 2006).

Em C. neoformans os métodos de biobalistica e eletroporacao foram
usados para transformacao (Edman & Kwon-Chung, 1990, Toffaletti et al., 1993).
Anadlises dos transformantes mostraram que a freqiéncia de transformacao era
variavel e dependia de fatores como o isolado do fungo, plasmideos e o método de
liberacao do DNA. As integracbes genbémicas ocorriam com mais freqiéncia em
sitios ectdpicos e eventos de integracdo homologa ndo eram comuns (Varma et al.,
1992). Posteriormente, Cox et al., 2001, clonaram o gene que codifica para uma
fosfolipase (PLB1) de C. neoformans e construiram mutantes plb1 usando o
rompimento do gene alvo. Testes in vivo demonstraram que o isolado plb1 era
significativamente menos virulento que o isolado controle em modelos experimentais.

Experimentos de transformacdo sao descritos para C. posadasii.
Acredita-se que a quitinase tenha um papel crucial na autélise da parede celular
durante a endoesporulagéo do fungo. Neste sentido dois genes de quitinase (CTS1 e
CTS2) foram clonados. O papel de CTS1 na morfogénese de C. posadassi foi
verificado através da técnica de rompimento do Unico gene alvo. Isto resultou em
uma integracdo homéloga do plasmideo pAN7.1 que continha um fragmento de 1.1kb

do gene de quitinase no DNA cromossomal de C. posadassi. Entretanto, a perda da
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funcdo do gene CTS1 ndo tinha efeito na viruléncia e endosporulacao de C.
posadassi (Reichard et al., 2000). Outro gene avaliado quanto a fung¢ao através do
rompimento génico foi a urease de C. posadassi (Li et al., 2001, Mirbod-Donovan et
al.,, 2006). O nocaute do gene resultou na redugdo na quantidade de aménia
secretada pelo fungo. Os camundongos BALB/c desafiados com o isolado mutante
através da via intranasal mostraram aumento na sobrevivéncia, resposta a infec¢ao
granulomatosa bem organizada e uma melhor depuracdo do patdégeno do que os
animais desafiados com o isolado parental ou o reconstituido. A aménia e a urease
enzimaticamente ativa liberada pelas esférulas durante a fase parasitica de C.
posadassi contribui para o dano tecidual e exacerba a severidade da infecgcéao
aumentando a viruléncia do patégeno respiratério (Mirbod-Donovan et al., 2006).

Uma outra estratégia desenvolvida originalmente para
transformacdo em plantas e adaptada para fungos € a transferéncia genética
mediada por A. tumefaciens. Este método de transformacdo tem sido descrito em
espécies de Aspergillus, Fusarium, Neurospora, Saccharomyces cerevisiae e C.
immitis (Abuodeh et al., 2000, Bundock et al., 1995, De Groot et al., 1998). Em B.
dermatitidis a transformacdo mediada por A. tumefaciens produziu um alto
rendimento de transformantes e integracéo genética em um anico locus cromossomal
(Rooney et al., 2001, Sullivan et al., 2002).

A transformacdo de P. brasiliensis ainda nao esta estabelecida e
tem sido alvo de estudos de varios grupos (Borba et al., 1994, San Blas et al.,
1994). San Blas et al, 1994, estabeleceram um protocolo de produgdo de
protoplastos. Porém, a regeneragao da parede celular, apds a digestdo com enzimas
liticas e adaptacao do fungo as condi¢des de cultivo, foi um processo lento. Nosso

laborat6rio descreveu um procedimento para a transformacado de leveduras de P.
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brasiliensis por eletroporagao utilizando o plasmideo pNA7.1 (Punt et al., 1987), que
carrega o0 gene hph que confere resisténcia a higromicina as células transformadas
(Soares et al., 2005). Recentemente, foi desenvolvido um sistema alternativo de
transformacéo para P. brasiliensis utilizando uma transformagcdo mediada por A.
tumefaciens que € objeto de estudo deste trabalho.

Em paralelo, outro grupo determinou varios parédmetros que
influenciam a transformagdo mediada por A. tumefaciens (ATMT) e P. brasiliensis,
tais como as condi¢des de co-cultivo e a susceptibilidade da célula hospedeira. A
recuperacao celular e o aeramento das culturas durante o co-cultivo de A.
tumefaciens:P. brasiliensis sao essenciais para a ATMT (Almeida et al., 2007).

O estabelecimento destas condi¢cbes de transformagao devera abrir
novas perspectivas na investigacao da biologia, diferenciacado, interacdo patégeno-
hospedeiro, incluindo viruléncia e patogenicidade. Os mecanismos utilizados por este
patégeno durante a invasdo e proliferacdo no hospedeiro humano poderdo ser
elucidados. Como uma aplicacao desta tecnologia, foi padronizado um experimento
para avaliar a interacdo entre um P. brasiliensis transgénico e fluorescente com

células RAW, uma linhagem de macro6fagos de murinos.
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Il - OBJETIVOS

o Transformar o isolado Pb0O1 de P. brasiliensis através de eletroporacgao.

o Transformar o isolado Pb01 através de A. tumefaciens utilizando protocolos

desenvolvidos para H. capsulatum e B. dermatitidis.
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Il - MATERIAL E METODOS

l1l.1 - ISOLADO DO FUNGO E CONDIGCOES DE CRESCIMENTO

Foi utilizado o isolado, ja caracterizado, Pb01 (ATCC, MYA, 826) de P.
brasiliensis, padrdo de nosso laboratério (Costa et al., 2002). O fungo foi crescido
em meio HMM agar (Worsham & Goldman, 1988) temperatura de 36 C para a
forma leveduriforme segundo as condi¢cdes estabelecidas para H. capsulatum, no

laborat6rio do Dr George Deepe Jr., University of Cincinnati.

l1l.2 - VETORES E CONDIGCOES DE CRESCIMENTO

O protocolo utilizado para transformar P. brasiliensis utilizando a
transformacdo mediada por A. tumefaciens foi uma adaptacdo de um protocolo
recentemente utilizado para H. capsulatum e B. dermatitidis. Modificaces
posteriores foram realizadas baseadas nos dados da literatura que dizem respeito a
expressao de genes vir de Agrobacterium e estabilidade de proteinas.

Um vetor binario de Agrobacterium, pCB301-UGFP, foi construido pela
ligacdo de um cassette de resisténcia a higromicina deerivado do pAN7 e um

cassete GFP compreendendo a GFP flaqueada pelo promotor CBP1 de H.
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capsulatum e um terminador Ura5 derivado do pBY33 (Kugler et al., 2000) dentro
do MCS do plasmideo pCB301 no meio das duas bordas de T-DNA. O plasmideo
pCB301-UGFP foi introduzido no A. tumefaciens, isolado LBA 1100 por
eletroporacao.

Como os niveis de crescimento nao diferiram significativamente nas
temperaturas entre 25 a 37°C, isolados de Agrobacterium, contendo pCB301-UGFP,
foram crescidos 2 a 3 dias antes da co-cultura com P. brasiliensis (ATCC-MYA 826),
a temperatura ambiente em meio LC contendo o plasmideo Ti e os antibidticos que
selecionam os plasmideos binares (espectinomicina 250ug/ml e kanamicina
100ug/ml, respectivamente). Um swab dessa cultura foi usado para inocular meio
liguido LC com as mesmas drogas para uma cultura overnight crescida a
temperatura ambiente. Dois mililitros da cultura estacionaria foram centrifugados e
lavados com meio de indugdo (IM contendo 3% de sacarose). O pellet foi
ressuspendido em 300ul e usado para inocular uma cultura liqguida de meio de
inducao (IM), contendo antibiéticos e 200uM do indutor acetosiringona (AS) para
uma DOggo de aproximadamente 0.15. A expressao do gene vir e a estabilidade da
proteina foram mais eficazes a temperatura ambiente. Esta cultura foi crescida a
temperatura ambiente com agitacao, overnight (~12horas) para uma DOgoo de 0.6 a
0.7.

No intervalo entre o 5° e 0 7° dia de uma cultura liquida de P. brasiliensis
sem antibioticos, a cultura foi coletada, centrifugada, e o pellet ressuspendido em
5ml de meio HMM. Uma contagem em hemocitdmetro neste ponto deve estar ~10°
células/ml. Um volume de 1:1 numa cultura liquida de A. tumefaciens, contendo
pCB301-UGFP, e P. brasiliensis foi entdo misturadas e 400ul plagueados numa
membrana de nylon nao-carregada (Pall Biodyne A 0.45u) em meio HMM sdlido
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contendo o indutor acetosiringona. As co-culturas foram incubadas a temperatura
ambiente por 2 a 3 dias,na presenca de acetosiringona, antes que as membranas
fossem transferidas para o meio seletivo contendo HMM padrdao, 100ug/ml de
higromicina e 200uM de cefotaxima, incubados a 37° C. As col6nias transformantes
puderam ser contadas/selecionadas apds 15 dias.

A expressdao do GFP transgénico foi detectada por microscopia de

fluorescéncia e confocal.

I11.3 - ENSAIO DE LIGACAO

GFP P. brasiliensis foram incubados com monocamadas de células RAW,
na presencga de meio de cultura e EDTA. A expressao do GFP transgénico do fungo
e a interagdo com fagécitos hospedeiros foram observados através de microscopia

Optica e confocal.
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IV - RESULTADOS

Numa segunda fase de experimentos, desenvolvemos um sistema de
transformacéao utilizando A. tumefaciens, a partir de protocolos desenvolvidos para
H. capsulatum e B. dermatitidis. Uma modificacdo no cassete do vetor binério
pCB301 proporcionou a insercdo de um gene para resisténcia a higromicina e o
cassete de GFP flanqueado pelo promotor de H. capsulatum CBP1. O terminador
Ura5 utilizado € derivado do plasmideo pBY33 (Figura 01).

O isolado de P. brasiliensis, isolado Pb 01 (ATCC MYA 826) foi co-
cultivado com culturas de A. tumafaciens carregando o cassete pCB301-UGFP,
isolado LBA 1100. As colbnias de P. brasiliensis-GFP foram observadas ao
microscopio de fluorescéncia. As colénias que apresentaram cor verde foram
crescidas em meio liquido HAMS F-12 (Difco) em paralelo com o isolado parental e,
quantificadas em hemocitémetro (Figura 02). O isolado transgénico crescia da

mesma maneira que o parental num intervalo de 07 dias.
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Figura 01 — pCB301-UGFP, um vetor binario Agrobacterium que codifica para
GFP. Dois cassettes foram clonados entre as bordas do T-DNA do vetor binario
pCB301. Um cassete de resisténcia para HYG (azul claro) derivado do pAN7 e um
cassete GFP (verde) compreendendo a GFP flanqueada pelo promotor CBP1
(rosa) de Histoplasma capsulatum e o terminador Ura5 (amarelo) derivado do

pBY33 (Kugler et al., 2000) foram ligados no MCS do plasmideo pCB301.
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Figura 02 — Uma cultura de P. brasiliensis expressando a GFP demonstrou

caracteristicas de crescimento similares em cultura liquida como o seu isolado

parental ATCC MYA 826.
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Colbnias transgénicas de P. brasiliensis carregando o gene GFP foram
analisadas em microscopia de fluorescéncia e confocal. A cor verde apresentava-se
difusa em toda area citoplasmatica e alcangava as células filhas (Figura 03).

Varios transformantes apresentavam diferentes intensidades na expressao
da GFP. Isto sugere uma integracdo do cassete transformante de forma randdémica
no genoma de P. brasiliensis.

Numa tentativa de elucidar o processo de invaséo de P. brasiliensis com a
célula hospedeira foram realizados ensaios de ligacao in vitro utilizando microscopia
de fluorescéncia e confocal para visualizagdo. Macréfagos murinos do tipo células
RAW transgénicos, expressando uma proteina fluorescente vermelha, fagocitam
preferencialmente P. brasiliensis proveniente de células filhas expressando GFP

(Figura 04).
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Figura 03 - Expressao citoplasmatica
difusa de GFP em transformantes de P.
brasiliensis. Microscopia confocal revelou
difusa coloracéo citoplasmatica em >90% dos
transformantes resistentes a Higromicina B. A
intensidade da fluorescénca variou entre os

transformantes sugerindo integracao

randémica dentro do genoma.

Figura 04 — Interacao de transformantes de P. brasiliensis expressando GFP, e
resistentes a higromicina B com fagécitos hospedeiros. P. brasiliensis
expressando GFP sdo avidamente fagocitados por células RAW de macréfagos
murinos expressando uma proteina fluorescente vermelha. Os macréfagos captam

preferecialmente células filhas menores de P. brasiliensis.
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V - DISCUSSAO

O desenvolvimento de um eficiente sistema de transformacdo para
fungos tem sido crucial para o estabelecimento de uma ligacdo entre andlise da
funcdo do DNA in vitro e in vivo. Ferramentas genéticas classicas tais como
eletroporacéo, protoplastizagao, permeabilizagdo celular com acetato de litio foram
inicialmente desenvolvidos para a transformagao de varios fungos nao patogénicos.
Métodos alternativos tais como biobalistica e transformacdo mediada por A.
tumefaciens levaram a uma expansao de uma variedade de fungos que poderiam
ser transformados utilizando essas ferramentas.

Nosso laboratério desenvolveu primeiramente um sistema de
eletroporacdo para P. brasiliensis. Para estes experimentos foi escolhido o
plasmideo pAN7.1 por conter sequéncias altamente conservadas e tem sido usado
na transformacéo de diferentes fungos filamentosos tais como Aspergillus terreus,
Schizophyllum commune, Gibberella fujikuroi, Humicola grisea var thermoidea e H.
capsulatum (Woods & Goldmann, 1993, Woods et al., 1998). A eficiéncia do
sistema de transformacao pode ser comparavel, por exemplo, a H. grisea no qual a
amplitude do campo de 5.0 e 7.5 forneceu 5.0 e 2.8 transformantes/mg de DNA,
respectivamente (Dantas-Barbosa et al., 1998). Concentracées mais elevadas de
higromicina para selecao dos transformantes (100/200 pg/ml) tém sido relatadas
para outros fungos; os baixos niveis de higromicina adquiridos nesse trabalho pode
ser uma caracteristica intrinseca do Pb01, ou talvez refletir as condicbes de

plaqueamento das células leveduriformes nao isoladas. Em fung&o disso, reagdes

72




Doutorado em Patologia Molecular, Faculdade de Medicina, Universidade de Brasilia

Renata de Bastos Ascenco Soares
de PCR e andlise por Southern-blotting confirmaram a presenca da integracao da
marca seletiva hph no genoma dos transformantes de P. brasiliensis. A estabilidade
mitética dos transformantes apds 4 passagens em meio nao seletivo foi somente
8%. Um baixo nivel de estabilidade da sequéncia de hph integrada no genoma dos
transformantes foi observada, provavelmente devido a multinuclearidade das células
leveduriformes de P. brasiliensis (Soares et al., 2005). Adicionalmente, a expressao
transitoria do gene hph aconteceu, provavelmente devido a pequena habilidade do
fungo reconhecer o promoter de A. nidulans e sequéncias do terminador presentes
no plasmideo pAN7.1.

O sistema de transformacao mediada por A.tumefaciens tira vantagem de
um processe natural de transformacéao trazido pelo A. tumefaciens, uma bactéria
patogénica de plantas que carrega um plasmideo (Ti) indutor de tumor contendo
DNA (T-DNA), um segmento que é inserido randomicamente no genoma da planta
durante a infeccao (Hoekema et al., 1984). Extensivas modificagées do plasmideo
Ti tém levado ao desenvolvimento de vetores binarios, que nao possuem a
maquinaria genética do T-DNA transferéncia/integracédo, que naturalmente existe no
T-DNA, apresenta um gene para selegcédo das células hospedeiras trasnformadas, e
pode ser usado para clonagem em E. coli (Hellens et al., 2000). O sistema de
transformagédo mediado por A.tumefaciens em fungos apresenta a vantagem sobre
outros métodos devido a sua alta eficiéncia e simplicidade, economizando tempo e
equipamento especializado bem como, o fato levar a integracdo de uma unica copia
do T-DNA (Michielse et al., 2005). Esta técnica tem sido aplicada a uma diversidade
de formas celulares de fungos, células leveduriformes, hifas, conidios, e
protoplastos) fornecendo uma ferramenta valiosa para o estudo de fungos

patogénicos dimérficos humanos tais como C. immitis, C. neoformans, H.
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capsulatum, e B. dermatitidis (Abuodeh et al., 2000, McClelland et al., 2005,
Sullivan et al.,, 2002). Leal et al . 2004 utilizaram A. tumefaciens para a
transformacdo de P. brasiliensis, e reportaram inabilidade em observar
transformantes utilizando um plasmideo contendo o promotor trpC de A. nidulans, o
que corrobora com nossos achados experimentais. A estabilidade mitética dos
transformantes sé foi alcancada quando os autores utilizaram um promotor e
terminador contendo sequéncias de N. crassa (Leal et al., 2004). Adicionalmente, 0
uso de conidios mononucleares de P. brasiliensis ira ultrapassar os efeitos da
instabilidade mitética, e ira contribuir com a melhora do protocolo de transformacao
para este patégeno.

No intuito de contribuir para o desenvolvimento de novas ferramentas
moleculares mais eficientes para a transformacao e expressao de genes de P.
brasiliensis, o presente estudo utiliza o sistema de transformacao mediado por A.
fumefaciens e analisou fatores que influenciam sua eficiéncia, como por exemplo,
condicbes de co-cultivo e obtencdo de transformantes P. brasiliensis green
fluorescent protein (GFP) que foram construidos pela insercdo do gene GFP sob o
controle do promotor CBP1 de H. capsulatum. GFP tem sido comumente usado na
ultima década como um valioso gene marcador no estudo de varios organismos,
sendo que sua aplicacdo para P. brasiliensis ainda ndo estava relatada.

A visualizacdo e expressao de GFP foram confirmadas por observagéao
microscépica. As variagdes na intensidade da cor verde foram observadas dentre
distintas formas fenotipicas (células mae e filha) dentro da mesma populagdo de
células. O verdadeiro significado biolégico dessa expressao diferencial de GFP
permanence sem explicacdo e elucidacdo deste mecanismo pode trazer a tona

informacdes moleculares relevantes sobre a biologia do fungo P. brasiliensis. No
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entanto, a utilizacao de promotores enddégenos pode permitir a geracao de isolados
alvo com fluorescéncia mais homogénea e/ou aumentada.

A transformacdo mediada por Agrobacterium é um efetivo e eficiente
método de transferéncia genética em P. brasiliensis. E extremamente apropriado
para a expressao de transgenes heterélogos. Através de insercao randémica no
genoma do hospedeiro, o P. brasiliensis transgénico pode ser util como ferramenta
para estudar a interacao entre o patdégeno e as células hospedeiras. A manipulagéo
genética de fungos patogénicos permite um grande avango na investigacdo de
mecanismos de patogenicidade, viruléncia, muitos ainda desconhecidos.

Os estagios iniciais da interacao hospedeiro-parasita na PCM séao
desconhecidos devido ao fato de que o habitat do fungo ainda nado esta
completamente elucidado e consequentemente, 0 momento preciso da infeccao nao
esta documentado. Os estagios inicias da infeccdo sdo importantes porque é um
momento particular em que macrofagos pulmonares interagem com o fungo pela
primeira vez e tornam-se ativados. E por esta razdo que mostramos pela primeira
vez a interacdo de transformantes de P. brasiliensis expressando GFP, resistentes a
higromicina B, com fagécitos hospedeiros também transformados. Varios
experimentos para elucidagdo de alguns desses mecanismos de interagcédo
hospedeiro-parasita sdo necessarios, especialmente utilizando a ferramenta de

transformacéo para silenciamento de genes nessa fase da infecgéo.
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