NATALIA MARTINS DA SILVA

DESENVOLVIMENTO DE UMA PLATAFORMA CARREADORA DE
IMUNOGENOS HETEROLOGOS UTILIZANDO VESICULAS
EXTRACELULARES FUNGICAS

Monografia apresentada ao Instituto de
Microbiologia Paulo de Goes, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro,
como pré-requisito para a obtencéo do grau
de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas:

Microbiologia e Imunologia.

INSTITUTO DE MICROBIOLOGIA PAULO DE GOES
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO

R1O DE JANEIRO

2018



Trabalho realizado no Departamento de
Microbiologia Geral do Instituto de
Microbiologia Paulo de Gées, UFRJ, sob a
orientacdo do  Professor  Leonardo
Nimrichter e co-orientagdo de Alicia
Corbellini Piffer.

RIO DE JANEIRO
2018



FICHA CATALOGRAFICA

CIP - Catalogacgé&o na Publicacao

Martins da Silva, Natalia
M586d Desenvolvimento de uma plataforma carreadora de
imunégenocs heterdlogos utilizando wvesiculas
extracelulares flingicas / Natalia Martins da Silva.
-- Rio de Janeiro, 2018.
66 f.

Orientador: Leonardo Nimrichter.

Coorientador: Alicia Corbellini Piffer.
Trabalho de conclusdo de curso (graduagdo) -
Universidade Federal do Rio de Janeirc, Instituto
de Microbiologia, Bacharel em Ciéncias Biolégicas:

Microbiologia e Imunologia, 2018.

1. vesiculas extracelulares. 2. S. cerevisiae. 3.
ovalbumina. I. Nimrichter, Leonardo, orient. II.
Corbellini Piffer, Alicia, coorient. III. Titulo.

Elaborado pelo Sistema de Geragdo Automatica da UFRJ com os dados fornecidos
pelo(a) autor(a), sob a responsabilidade de Miguel Romeu Amorim Neto - CRB-7/6283.




INSTITUTO DE MICBOBIOLOGIA PAULO DE GOES / UFRJ
COORDENACAO DE ENSINO DE GRADUACAO

ATA DA APRESENTACAO DE MONOGRAFIA PARA APROVACAO
NO RCS DE TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO,
BACHARELADO EM CIENCIAS BIOLOGICAS: MICROBIOLOGIA E
IMUNOLOGIA

ALUNO: Natalia Martins da Silva
DRE: 115067610

BANCA EXAMINADORA: Prof. André Luis Souza dos Santos (Presidente)
MSc. Flavio Lemos Matassoli
Dra. Juliana Aparecida Rizzo Balancin
Profa. Alessandra D'Almeida Filardy (Suplente)

Titulo da Monografia: “Desenvolvimento de uma plataforma carreadora de
imundgenos heterélogos utilizando vesiculas extracelulares fangicas”

Local: Sala de Reuniio do Departamento de Microbiologia Geral / Instituto de
Microbiologia Paulo de Goes / CCS / UFRJ
Data e hora de inicio: 7 de dezembro de 2018 as 10:00h

Em sessdo publica, apés exposigdo de cerca de 50 minutos, o aluno foi argiiido pelos
membros da Banca Examinadora, demonstrando suficiéncia de conhecimentos e capacidade de
sistematizagdo no tema de sua Monografia, tendo, entdo, obtido nota lgo neste requisito
do RCS de TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO. Na forma regulamentar, foi
lavrada a presente ata que é assinada pelos membros da banca examinadora, aluno, orientador

(e/ou co-orientador) e pelo coordenador do RCS. l L’wh
Rio dg¢ Janeiro, q deCHZ VN B e 2018.

NOTA Banca Examinadqra: /
_lgo p
Prpf. ¢ Luis tos
10,0 TSP

/ MSc. Flavig [£mos Matassoli
Dra. J arccida Rizzo Balancin

Profa. Alessandra D'Almeida Filardy

Aluno: Nodobia Madaay o &l
Natalia Martins da Silva

Orientador: /KWWVL &%D %W la V%

Prof. Leonardo Nimrichter

Coorientador:

MSec. Alicia Corbellini Piffer

Coordenador Y AdBacad
-—
de TCC Profa. Bernadete Teixeira Ferreira Carvalho



RESUMO

InfeccOes fungicas sistémicas vem emergindo ao longo das Ultimas décadas, acometendo
principalmente individuos imunocomprometidos. Os farmacos disponiveis atualmente
apresentam efeitos colaterais significativos e diversos casos de resisténcia, além de serem
utilizados em protocolos longos, caros e com interacfes medicamentosas frequentes e
perigosas. Por isso, a busca por novas alternativas terapéuticas é urgente. Estudos avaliam
a utilizacdo de anticorpos monoclonais e peptideos antifingicos. No entanto, esses
métodos esbarram, respectivamente, em problemas como baixo espectro de acédo e elevado
custo. Nesse cenario, a busca por vacinas antifungicas vem sendo estimulada. Vacinas com
“antigeno Unico” sdo atualmente utilizadas em testes clinicos; no entanto, problemas de
eficacia sdo observados devido a variabilidade genética e imunoldgica das diferentes
populacdes, além da propria plasticidade das cepas fangicas. As propostas atuais sugerem
0 uso de vacinas multivalentes com forte componente CD8" e capazes de promover uma
resposta de memoria frente a diferentes espécies flngicas. Resultados do nosso grupo
mostram que vesiculas extracelulares (VES) produzidas por Cryptococcus neoformans e
Candida albicans séo capazes de modular a atividade de fagdcitos, levando a producédo de
oxido nitrico e citocinas pré inflamatorias, além de promover a expressao de moléculas co-
estimulatorias em células dendriticas. Além disso, dados ndo publicados do grupo,
demonstram que a vacinacdo de camundongos com VEs de C. albicans protegeu os
animais de um posterior desafio letal, mesmo na auséncia de adjuvantes. Em conjunto,
esses resultados sugerem que esses compartimentos ativam a resposta imune inata e pode
mediar a resposta adaptativa, suportando o uso das VEs flangicas como formulagdes
vacinais multiantigénicas. O objetivo deste projeto é desenvolver um modelo de expressdo
de imundgenos heterélogos carreados por VEs utilizando Saccharomyces cerevisiae, um
fungo de facil manipulacdo genética e cultivo. A cepa S288C de S. cerevisiae foi
transformada com plasmideo pRS416 contendo sequéncias quiméricas para expressao da
proteina Ovalbumina (OVA) sob regulacdo de um promotor constitutivo do gene ADH1 de
S. cerevisiae. Trés sequéncias foram utilizadas: (i) a sequéncia completa, chamada soltvel
(sOVA), (ii) uma sequéncia truncada que direciona a proteina preferencialmente para o
citoplasma (cOVA), (iii) uma sequénca também truncada, com uma sequéncia de ferritina
adicionada, que direciona a proteina para a membrana (MOVA). A transformacao foi
realizada pelo método LiAc (acetato de litio) e a confirmacdo da expressdo de OVA
investigada por Western Blot e Imunofluorescéncia. A expressdo da proteina foi
confirmada em leveduras de S. cerevisiae SOVA e cOVA, mas somente nas VEs de SOVA.
Como ja observado para VEs de C. albicans e C. neoformans, VEs de S. cerevisiae foram
internalizadas por macréfagos murinos primarios. Além disso, VEs de S. cerevisiae
induziram a producdo de 6xido nitrico por macrofagos primarios murinos e aumentaram a
expressdo das moléculas coestimulatorias CD86 e MHC 11 por células dendriticas. VEs de
SOVA aumentaram significativamente a secrecdo de IL-6 por macréfagos. Células
dendriticas, por outro lado, secretaram IL-6 quando incubadas com VEs de VOVA e
SOVA. Nossos resultados confirmam ser possivel a manipulagdo do contetdo proteico de
VEs fungicas. Inserir antigenos nestes compartimentos pode ser uma alternativa para
potencializar suas propriedades imunogénicas e seu uso como plataforma vacinal.

Palavras-chave: vesiculas extracelulares, S. cerevisiae, ovalbumina.



ABSTRACT

Systemic Fungal Infections have emerged over the past decades, mainly
affecting immunocompromised individuals. The antifungal drugs currently
available have considerable side effects and several resistant strains. In addition,
long administration protocols, high costs and frequent and dangerous drug
interactions also impact the treatment. Thus, the search for new treatment
alternatives is imperative. The current literature points out the use of monoclonal
antibodies and antifungal peptides. However, these alternatives are limited,
respectively, by the reduced broad-spectrum activity and higher costs. In this
scenario, the search for antifungal vaccines has been stimulated. “Single antigen”
vaccines are currently in clinical trials; however, efficacy problems are observed
due to genetic and immunological variability of different populations and fungal
strains plasticity. Current proposals suggest the use of multivalent vaccines, with
a strong CD8 * component and capable of phagocytes modulation, leading to
nitric oxide and proinflammatory cytokine production, promoting a memory
response to different fungal species. Our recent results demonstrated that
extracellular vesicles (EVs) secreted by C. neoformans and C. albicans stimulate
phagocytes activity, leading to nitric oxide and proinflammatory cytokines
production. In addition, these EVs promote the expression of costimulatory
molecules by dendritic cells. Furthermore, unpublished data from our laboratory
demonstrated that mice vaccination with C. albicans EVs protected these animals
against a subsequent candidiasis infection. Remarkably, the formulation did not
require the presence of adjuvant. Together, these results suggest that EVs can
activate the innate immune system and potentially mediate an adaptative
response, supporting the use of EVs as a multiantigen vaccine platform. The goal
of our studies was to develop a platform capable of express heterologous antigens
loaded in EVs using S. cerevisiae, a fungus of easy manipulation and cultivation.
The S. cerevisiae S288C strain was transformed with pRS416 plasmid carrying
chimeric sequences for Ovalbumin (OVA) protein regulated by ADHI1, a
constitutive promoter. Three sequences were used, including the (i) complete
sequence, named soluble (sOVA), (ii) a truncated sequence that directs the
protein preferably to cytoplasm (cOVA) and an also truncated sequence with a
ferritin sequence added, that address the protein to membrane (MOVA). The
transformation was performed by the LiAc (lithium acetate) method and the
protein expression investigated by Western Blot and Immunofluorescence. The
protein expression was confirmed in SOVA and cOVA yeasts, but only in SOVA
EVs. As observed for EVs produced by C. albicans and C. neoformans, EVs
from S. cerevisiae were also internalized by primary murine macrophage.
Furthermore, S. cerevisiae EVs induced nitric oxide production by macrophage
and increased expression of the costimulatory molecules CD86 and MHC 11 by
dendritic cells. EVs from the SOVA strain significantly increased IL-6 secretion
by macrophages. Dendritc cells, on the other hand, secreted I1L-6 when incubated
with sOVA and vOVA EVs. Our results confirmed that it is possible to
manipulate the protein content of fungal EVs. Loading antigens to these
compartments could be an alternative to potentiate their immunogenic properties
and their use as a vaccine platform.

Key-words: extracellular vesicles, S. cerevisiae, Ovalbumin.



Vi

AGRADECIMENTOS

Comeco agradecendo ao meu orientador, Leonardo Nimrichter, por ter me
aceitado em seu laboratério ainda no meu segundo periodo de graduacdo. Obrigada pelos
pensamentos sempre positivos, mesmo quando parece que tudo vai dar errado, e por sua
regra dos 15 minutos para ficar triste pelos experimentos que ndo deram certo haha. Muito
obrigada também por todo o apoio e confianga, por muitas vezes ter acreditado no meu

potencial mais do que eu mesma.

O segundo agradecimento vai para a minha familia. Meus pais, Claudio e
Ozinete, que sempre me deram o suporte para que eu chegasse onde cheguei. Em especial
minha mée, sempre dando puxdes de orelha e nunca satisfeita ndo importava o quanto eu
estudasse, sempre me estimulando para jamais ficar na zona de conforto. Ao meu pai que,
mesmo com esse seu jeitinho frio, nunca recusou me ajudar sempre que podia. Meu irmao,
Gabriel, sempre trazendo lanches, fazendo massagens e cuidando da nossa cadelinha Luna

para mim nos momentos de estresse e horas e horas de estudo.

Muito obrigada a todas pessoas que contribuiram no meu processo de
formacdo. Gabi, minha primeira co-orientadora, quem me ensinou muito do que eu sei
hoje, sempre me auxiliando, aconselhando e sendo paciente, mesmo quando eu errava

coisas muito basicas.

Patty, minha segunda co-orientadora, um amor de pessoa e também sempre
muito paciente, com quem iniciei neste projeto. Sempre me ajudou 0 maximo que podia,
mesmo passando por um momento conturbado. Ju, que no inicio participava deste projeto
comigo e com a Patty, por toda a ajuda nos primeiros experimentos e por ser uma pessoa

extremamente amiga e divertida, por baixo dessa casca grossa rs.

Alicia, minha atual co-orientadora, quem efetivamente seguiu no projeto
comigo. Quem me ensinou e explicou as coisas com toda paciéncia do mundo quantas
vezes fosse preciso. Obrigada por todos os auxilios e correcdes, por me responder € me
ajudar mesmo nessa reta final, que coincidiu com a sua ida para a Franca. Mas eu nédo
ganhei s6 mais uma co-orientadora e sim uma amiga, que com seu vocabulario peculiar

(capaz!), tornou os dias longos de experimentos muito melhores. Muito obrigada por todos



Vil

as conversas, conselhos, por deixar os dias mais divertidos e por sofrer comigo pelos

experimentos que ndo deram certo. Volta logo (ou me leva pra ai rs)!

Ao Honorato, um anjo, que sempre me ajudou em tudo possivel, sempre
ligando o amicon cedo e aos finais de semana, adiantando muito no processo de isolamento
de vesiculas. Especialmente na reta final desta monografia, Honorato foi essencial, além
dos brownies quase diarios para me deixar feliz rs, me ajudou muito com os altimos
experimentos. Além disso, foram muitas voltas de 945 me ensinando varias e varias coisas,
essas viagens foram muito produtivas! Muito obrigada por tudo! Toda coxinha e café do

mundo pra vocé! Haha.

Ao prof. Allan, por sempre me explicar tudo com toda calma do mundo, me

ensinando tudo que eu sei sobre Photoshop, FlowJo e citometria.

A todo o pessoal do grupo LaGE: Alessandro, Yan, Gabriel, Jodo, Geralda,
Diego, Jhon, Taiane, Ju Rizzo, Rodrigo e Jow, apesar de ter nos abandonado, além dos ja
citados. Obrigada por todos 0s ensinamentos, conversas, bares e churrascos.

Ao professor Francisco e sua aluna Barbara, por toda colaboracéo,

possibilitando a construgdo dos mutantes.

Ao Flavio, que apesar de perturbar a paciéncia e s6 subir pra beber café, também

sempre foi muito solicito.

Aos melhores amigos que fiz durante esses 4 anos: Amanda, Carol, Matheus,
Julia e Victdria. Obrigada por todos os momentos que passamos, desde as saidas e festas
até as gritarias no CA. Por todo o suporte, conselhos e por me aturarem em momentos de
surto. Obrigada por terem sido um bom grupo para os trabalhos e transcri¢fes durante a
graduacdo. Sem vocés, a graduacdo certamente teria sido muito pior. Apesar de as vezes

me tirarem do sério, amo muito VOcés e espero que nossa amizade continue.

Ao Victor, de quem ¢ até dificil falar, por todo o suporte imensuravel durante
esses 3 anos. Sempre me colocando pra cima, acreditando em mim e me lembrando do que
sou capaz. Quero agradecer por todo o incentivo e apoio nas minhas decisdes, além de me
auxiliar nas minhas duvidas. Obrigada por todos os abracos, ombros, por sempre me ajudar
no que estava ao seu alcance, por ndo me deixar desistir e, claro, por me levar para comer

nos momentos de tristeza haha. Amo muito vocé!



viii

Aos meus melhores amigos da vida, Vini e Vadya, ainda do CPII. Sdo 11 anos
de amizade, muitas coisas para agradecer, mas vou me reter nas incontaveis risadas, apoio
e por serem as pessoas que eu Sei que posso contar sempre. Muitos anos de amizade

certamente ainda estdo por vir, amo VOCés.

A Camila, amiga recente, mas que contribui e me aconselhou bastante nesses
ultimos meses, e todos 0s amigos que me ajudaram durante essa trajetoria de alguma
forma.

Aos membros da banca, por aceitarem o convite e contribuirem com o trabalho,

e a todas as pessoas que de alguma forma me ajudaram durante essa trajetoria.

Por fim, as agéncias de fomento: CNPq, PIBIC e FAPERJ, sem as quais este

projeto e outros do laboratério ndo seriam possiveis.



“Acima de tudo, ndo tema os momentos dificeis. O melhor vem deles.”

Rita Levi-Montalcini



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Mecanismo de ag8o dos antiflngiCoS...........ccerueirerieininieiee e 4

Figura 2. Reconhecimento de padrbes associados a patogenos (PAMPS) por receptores da

IMUNTAAOE TNALA ...ttt bbbt e e et st benbesbeenenneas 7
Figura 3. Mecanismos de defesa antifingica do hospedeiro............ccocevreiiiiieniinene e 9
Figura 4. Producdo de vesiculas extracelulares por fungos............ccocvererneneneinieneneesene 12
Figura 5. Curva de sobrevivéncia dos camundongos tratados com VEs de C. albicans......... 14
Figura 6. Esquema de construcdo das sequéncias de ovalbumina...........ccceccevveiveiciiieinenne 21
Figura 7. Estrutura do plasmideo PRSALG..........cccveiiiiiiiiieee e 22
Figura 8. Expressdo de OVA pelas cepas transformadas de S. Cerevisiae...........c.ccoevvvrennenn 31
Figura 9. Visualizacdo de OVA nas cepas transformadas de S. Cerevisiae...........ccoevvvrennene 32
Figura 10. Didmetro das VEs transformadas de S. CErevisiae..........cccuvvvvveveiieeivesesiesnenens 33

Figura 11. Direcionamento de OVA para VEs das cepas transformadas de S. cerevisiae......34

Figura 12. Internalizacdo de VEs de VOVA e sOVA por macrofagos derivados de medula

(01T TP PP PP 35
Figura 13. Producdo de 6xido nitrico (NO) por macrofagos murinos............ccceevveeeiveieennns 36
Figura 14. VEs de S. cerevisiae ndo alteram a viabilidade de macréfagos murinos............... 37
Figura 15. Produgdo de IL-6 por macrofagos e células dendriticas. ..........cccocevevvveicrincnnnns 38

Figura 16. Inducdo da expressao das moléculas coestimulatérias CD86 e MHC |1 por células

dendriticas estimuladas COM VES de S. CEIrVISIAC ......coovv oot 39



Xi

LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Incidéncia de doengas fUNQICaS..........ccoeiririiiiniri e 2
Tabela 2. Sequéncias dos primers forward e reverse utilizados para amplificacdo das
diferentes sequéncias de OVA (soluvel, citoplasmatica e membranar) e do promotor do gene
] o OSSPSR 20
Tabela 3. Sequéncias dos primers forward e reverse, utilizados para ligacdo das diferentes
sequéncias de OVA (soluvel, citoplasmatica e membranar) com a sequéncia do promotor do
0ENE ADHL. . e 21



AIDS

APC

CCL3
CCL4

CLR
CTxb-FITC

CXCLS8
DLS
GAFFI
GFP
GM-CSF

GXM
IFN-y
IL-10
IL-12
IL-13
IL-17A
IL-18
IL-1B
IL-2
IL-21
IL-22
IL-23
IL-26
IL-4
IL-5
IL-6
LB
MHC 11

Xii

LISTA DE ABREVIATURAS

Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
Célula apresentadora de antigenos

Ligante de quimiocina 3

Ligante de quimiocina 4

Receptor de lectina do tipo C

Subunidade B da toxina da célera conjugada a
FITC

Precursor de Interleucina 8

Espalhamento de luz dindmico

Fundo de Acdo Global das Doencas Fungicas
Proteina verde fluorescente

Fator estimulador de coldnias de granuldcitos e
macrofagos

Glucoronoxilomanana

Interferon-y

InterleucinalO
Interleucina 12
Interleucina 13
Interleucina 17A
Interleucina 18
Interleucina 1P
Interleucina 2
Interleucina 21
Interleucina 22
Interleucina 23
Interleucina 26
Interleucina 4
Interleucina 5
Interleucina 6
Meio Luria-Bertani
Complexo principal de histocompatibilidade 11



MVBs

NO

Omp22

OVA

PAMPs
PBS/BSA 1%
PBS/PF 4%
PRRs
rM-CSF

ROS
SFB
TBST
Tcl
Tc 17
Tc2
TGF-B
Th 2
Thl
Th17
TNF-a
TNF-B
Treg
-URA
VE
VMEs

Xiii

Corpos multivesiculares
Oxido nitrico
Proteina de membrana externa 22
Ovalbumina
Padrdes associados a patdgenos
PBS contendo 1% BSA
PBS contendo 4% Paraformaldeido
Receptores de reconhecimento de padrbes
Fator estimulador de colénias de macrofagos
recombinante
Espécies reativas de oxigénio
Soro fetal bovino
TBS contendo 0,1% Tween 20
Linfdcito citotoxicos 1
Linfdcito citotoxicos 17
Linfécito citotoxicos 2
Fator de transformacéo do crescimento 3
Linfdcito T helper 2
Linfocito T helper 1
Linfocito T helper 3
Fator de necrose tumoral o
Fator de necrose tumoral 8
Linfocito T CD4" regulador
Meio dropout -URA DO Supplemnt
Vesiculas extracelulares

Vesiculas de membrana externa



1.

Xiv

INDICE
INTRODUGAO ...ttt se st ana s 1
1.1.  Epidemiologia das doengas fUNGICAS........ccccerurerierieeiirierieieie e 1
1.2.  Antifungicos utilizados no tratamento de infec¢Bes fungicas invasivas .................... 3
1.3.  Resposta imunoldgica contra infecgdes fUNgiCas .........ccccvvveveeieeieciese e 6
1.4, Vesiculas extracelulares (VES) fUNQICAS .......ccoveviereiiieiiiniiceeeeiese s 10
1.5.  Vesiculas extracelulares como plataforma de vacinagao ...........cccccocevvrereninenennen. 14
JUSTIFICATIVA e bbbttt st b et anes 17
OBUJETIVOS ...ttt b bbbttt st benbenneene e 18
3.1, ODJELIVO GEIAL ... 18
3.2, ODJetiVOS ESPECITICOS ... ..viuiieiitiieiieie ettt 19
METODOLOGIA. ...ttt ettt nbeereenes 19
4.1.  Construcdo das sequéncias quiméricas de Ovalbumina............ccccceevveviiiciecceennenn, 19
4.1.1. Transformagdo em Escherichia Coli.........ccooiiiiiiiii s 22
4.1.2. Transformacdo em levedura de S. CErevISIAE ........coceriririiiinieieie e 23
4.2.  Confirmacdo da expressdo de Ovalbumina ............cccooveviiiieiiciecie e 23
4.3. Obtencdo das vesiculas de S. CEreVISIAE.........cccviiieiieii e 25
4.4.  Anélise do didmetro médio das VESICUIAS..........cccoereveiiii i 25
4.5.  Confirmacédo da presenca de OVA Nas VESICUIAS .......ccccveveiverviiieiieese e 26
4.6.  Animais e obtengdo de células hospedeiras (CEUA: 01200.001568/2013-87)........ 26
4.6.1. Avaliacdo da internalizacdo das VEs das cepas de S. cerevisiae transformadas por
macrofagos derivados de Medula 0SSEaA..........ccviviiiiiieieiese e 27
4.6.2. Avaliacdo da producdo de NO por macrofagos........ccceeveveeriveieseeneeriesee e 28
4.6.3. Avaliacdo do metabolismo celular dos macrofagos ..........ceovevevereieneiesesienns 29
4.6.4. Avaliacdo da producdo de citocinas por macrofagos e CDS .......ccccevevevvieninnnns 29

4.6.5. Avaliacdo da expressdo das moléculas coestimulatorias CD86 e MHC 11 por

CRIUIAS TBNAITEICAS. ..ottt ettt e e e e e e e e et e e e e e e e e e e eeeeeens 30



5.

6.

7.

XV

RESULTADOS ...ttt sb e st e e e s e e e nnb e e e nnbeeenneeas 31
5.1. Confirmacdo da expressdo de Ovalbuming ...........ccccooeiiiiiiiiiiiicic e 31
5.2. Avaliacdo do diametro das VEs das cepas transformadas de S. cerevisiae.............. 32
5.3.  Expressdo da Ovalbuming em VES ........ccccoeiiiii e 33
5.4.  Avaliacdo da internalizacdo das VEs das cepas de S. cerevisiae transformadas por
macrdfagos derivados de Medula OSSEA.........ccccuiiririririeieere e 34
5.5.  Producdo de NO por macrofagos MUriN0S .........ccccceeieeieiieieeie e 36
5.6.  Avaliacdo do metabolismo celular de macrofagos.........cccccevveveeiieiieii e, 37
5.7.  Producdo de citocinas por macrofagos e células dendriticas.........ccocevevvrereninnenn, 37
5.8.  Expressdo das moléculas coestimulatérias CD86 e MHC Il por células dendriticas

38
DISCUSSAOD ...ttt 39
CONCLUSOES. ..ottt 43



1. INTRODUCAO

1.1. Epidemiologia das doencas fangicas

Doencas fangicas em humanos sdo comumente negligenciadas, conhecidas pela
maior parte da populacdo como lesdes superficiais e de facil resolucdo. Recentemente, o
"Fundo de Acédo Global para Infecgdes Fungicas" (GAFFI) estimou que cerca de um bilhdo
de pessoas possuem alguma infeccdo fungica na pele. Esse tipo de infec¢do é considerada a
terceira doenca mais comum do mundo, atras somente das dores de cabeca e caries
dentarias (GAFFI, 2017). Além disso, GAFFI estima, também, que mais de 300 milhdes de
pessoas sofrem de infec¢des flngicas graves e cerca de 25 milhGes se encontram em risco
de morte ou quadros de morbidade (GAFFI, 2018). A situacdo torna-se ainda mais
complicada se considerados individuos imunossuprimidos, em especial aqueles com a
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS - Acquired Immunodeficiency
Syndrome), os mais atingidos por este tipo de infeccdo. Dados obtidos em 2016 apontam
que cerca de 50% dentre todas as causas de 6bito entre individuos com AIDS sdo devidas a
doencas fungicas (GAFFI, 2017).

Os patogenos fungicos causadores de infeccdes invasivas mais comuns sdo
Candida spp., Cryptococcus spp., Aspergillus spp. e Pneumocystis spp. (Brown et al.,
2012). Além disso, algumas infeccdes por espécies endémicas vém se tornando mais
frequentes em pacientes imunocomprometidos, incluindo os patégenos dimorficos
Histoplasma capsulatum (Nosanchuk e Gacser, 2008), Paracoccidioides brasiliensis
(Travassos e Taborda, 2012) e Blastomyces dermatitidis (Lopez-Martinez e Mendez-
Tovar, 2012). Um panorama do numero de casos, por ano, relacionados as principais

infeccOes fungicas pode ser visto na Tabela 1.



Tabela 1. Incidéncia de doencas fangicas. Adaptado de Bongomin et al. (2017)

Doenga flngica Incidéncia anual  N° de casos globais Observagdes

Superficial

Pele, cabelo, unha ~1.000.000.000

Ceratite fingica ~1.000.000

Mucosa

Candidiase oral ~2.000.000 Individuos com AIDS, 90% sem
receber TARV

Candidiase esofagica ~1.300.000 Individuos com AIDS, 20% com
contagem de CD4 <200 e 5% destes
em TARV

Episddios de candidiase vaginal 70% de afetadas ao longo da vida

Candidiase vaginal recorrente ~134.000.000 Prevaléncia anual. Aproximadamente
500 milhdes de casos.

Alérgica

Aspergilose broncopulmonar ~4.800.00 Somente adultos, raro em criangas

alérgica em asma

Aspergilose broncopulmonar ~6.675 Somente adultos, iniciando a partir dos

alérgica em fibrose cistica 4 anos

Asma severa com sensibilizag&o a ~6.500.000 Somente adultos, provavelmente

fungos incomum em criancas

Rinossinosite fangica ~12.000.000

Cronico grave

Aspergilose pulmonar crénica ~3.000.000

Micetoma ~9.000 Relatos de 1950-2013, DTN

Cromoblastomicose >10.000 Dados limitados e incomuns, DTN

Coccidioidomicose ~25.000

Paracoccidioidomicose ~4.000

Blastomicose ~3.000

Infecco por Histoplasma ~500.000 ~25.000 Maioria das infeccfes séo
assintomaticas baseados em testes de
pele

Esporotricose >40.000 Dados mundiais muito limitados. Muito

comum em regides hiperendémicas do
Peru, Brasil e México
Invasiva aguda

Candidiase invasiva ~750.000 Incluem de 60.000 a 100.0000 casos de
candidiase intrabdominal

Aspergilose invasiva >300.000 De aproximadamente 10 milhdes em
risco anualmente

Pneumonia por Pneumocystis ~500.000

jirovecii entre individuos com e

sem AIDS

Criptococose entre individuos ~223.000 HIV positivos, até mais 10% entre

com AIDS HIV-negativos

Mucormicose >10.000 Baseado em dados franceses = 4.200
Baseado em dados indianos = 910.000

Histoplasmose disseminada ~100.000 Nenhuma estimativa confiavel

Talaromicose* ~8.000 Somente sudeste da Asia

*Infeccdo por Talaromyces (antigo Penicillium) marneffei.

Dados de ("The Fungal Infection Trust," 2011); Brown et al. (2012); Vos et al. (2012); van de Sande (2013);
Armstead, Morris e Denning (2014); Denning (2015); Rajasingham et al. (2017).

TARYV = Terapia Antirretroviral

DTN = Doencas Tropicais Negligenciadas (Aceitas por WHO — World Health Organization).



1.2, Antifungicos utilizados no tratamento de infec¢des fungicas invasivas

Os farmacos disponiveis atualmente para tratamento de infeccbes fungicas
invasivas sdo baseados principalmente em quatro classes: compostos poliénicos, azois,
flucitosinas e equinocandinas. Os mecanismos de agdo de cada uma dessas classes estéo
ilustrados na Figura 1. O primeiro antifungico licenciado para o combate contra micoses
invasivas e até hoje muito utilizado no tratamento da criptococose € um composto
poliénico, a anfotericina B. A classe dos poliénicos atua induzindo estresse na célula por
meio de interacBes hidrofébicas com o ergosterol, principal esterol de membrana
plasmatica fungica. Como resultado observa-se uma alteracdo na permeabilidade da
membrana, provocando extravasamento dos componentes intracelulares. Compostos
poliénicos séo frequentemente associados a efeitos colaterais significativos levando a
interrupcdo do tratamento. Esses efeitos ocorrem pela interagdo do medicamento também
com o colesterol presente na membrana de células mamiferas e apresentam elevada
nefrotoxicidade (Odds, Brown e Gow, 2003).
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Figura 1. Mecanismo de acéo dos antifungicos. Polienos, como anfotericina B, interagem hidrofobicamente com
o ergosterol, induzindo estresse celular e extravasamento de componentes intracelulares; Azdéis, agem inibindo a
lanosterol 14a-demetilase (codificada pelo gene ERG11), enzima que participa do processo de sintese do
ergosterol; Alilaminas também agem bloqueando a sintese de ergosterol, mas através da inibicdo da enzima
esqualeno epoxidase (codificada pelo gene ERG1); Equinocandinas atuam inibindo a sintese de -1,3-glucana,
molécula amplamente presente na parede celular de diversas espécies fungicas; Flucitosina é um analogo da
pirimidina citosina, convertido em 5- fluorouracil (5FU) ao entrar na célula e interferindo na sintese de DNA e
RNA. FKS1/FKS2 — Genes responsaveis pela codificacdo da f-1,3-glucana sintase; 5FC — 5-fluorocitosina;
UPRTase — uracil fosforibosiltrasferase (codificada pelo gene FUR1); 5SFUMP- 5-Fluorouridine monophosphate;
5FdUMP- 5-fluoro-2’-deoxiuridina 5’-monofosfato; 5FUTP- 5-fluorouridine triphosphate; ROS — espécies
reativas de oxigénio (Adaptado de Reales-Calderon, J.A. et al., 2016).

Atualmente, a classe dos azois € a mais utilizada para o tratamento de infecgdes
fangicas invasivas (Perfect, 2017). Os derivados azoélicos agem inibindo a enzima
lanosterol 14a-demetilase, que participa de uma das etapas da sintese do ergosterol
(Vanden Bossche, Koymans e Moereels, 1995). As primeiras terapias com azois incluiam a
utilizacdo de miconazol intravenoso e cetoconazol oral. Com o desenvolvimento da
segunda geracdo dos azdis, 0 espectro de acdo e seguranca foram aprimorados, além do

desenvolvimento de medicamentos com formulacdes tanto oral quanto intravenosa, como



fluconazol e itraconazol. Atualmente, a terceira geracdo dos azbis é composta por
voriconazol, posaconazol e isovuconazol, que apresentam ainda mais progressos quanto ao
aumento do espectro de acdo e seguranca do paciente (Perfect, 2017). Desta forma, os
azoéis vém sendo amplamente utilizados na clinica, até mesmo como medida profilatica, e

tém mostrado uma reducgéo na taxa de mortalidade (Allen et al., 2015).

A flucitosina € um analogo da pirimidina citosina, que ao entrar na célula é
convertido no composto tdxico 5-fluoracila, interferindo no metabolismo de RNA e DNA,
e, assim, impedindo a replicacdo do fungo. Esse medicamento € normalmente administrado
em conjunto com um composto poliénico no tratamento da meningite criptococdocica
(Odds, Brown e Gow, 2003).

A Ultima classe de antiflngicos, descrita hd pouco mais de uma década e que
apresenta um diferente mecanismo de acdo, € composta pelas equinocandinas (Perfect,
2017). Esta classe atua bloqueando a sintese de $-1,3-glucana, polissacarideo amplamente
presente na parede celular de diversas espécies fungicas, como do género Candida spp..
Entretanto, algumas espécies flngicas sdo intrinsicamente resistentes, como por exemplo
as espécies do género Cryptococcus spp., Fusarium spp e Scedosporium spp. (Odds,
Brown e Gow, 2003).

Além dos farmacos descritos acima, existe uma quinta classe que também atua na
inibicdo da sintese de esterol, as alilaminas. No entanto, trata-se de farmacos pouco
utilizados no tratamento de infecgdes fungicas sistémicas, sendo seu uso mais comum no
tratamento de infecgbes superficiais, como por exemplo a terbinafina (Jessup, Ryder e
Ghannoum, 2000).

Apesar dos esforcos que visam o desenvolvimento de estratégias eficientes para o
controle das infecgdes fungicas, os tratamentos atuais esbarram em limitacfes graves que
serdo brevemente discutidas a seguir. A elevada similaridade estrutural entre as células
fangicas e as células humanas é considerada um fator limitante para o desenvolvimento de
novos agentes antifingicos. Por essa razdo as classes de antiflngicos disponiveis
atualmente possuem alta toxicidade. Sendo a classe das equinocandinas a Unica excecao,
uma vez que esses farmacos atuam em estruturas especificas de células fungicas, isto é,
sem similaridade com estruturas das células mamiferas (Odds, Brown e Gow, 2003). No
entanto, algumas espécies sdo intrinsecamente resistentes, conforme mencionado

anteriormente. Além da elevada toxicidade, um nimero cada vez maior de cepas



resistentes a diferentes farmacos vem sendo isoladas de pacientes. Os casos de resisténcia
podem, por exemplo, estar associados a presenga de bombas de efluxo, que diminuem a
concentracdo dos farmacos no interior do fungo (Sanglard e Odds, 2002). Além disso,
podem ocorrer mutagdes ou aumento da expressdo de genes responsaveis pela producédo da
molécula alvo ou na sua via biossintética. Mutacfes que ocorrem no gene ERG11,
impedindo o bloqueio da lanosterol 14a-demetilase (Sanglard e Odds, 2002), ou no gene
FKS1, responsavel pela sintese da $-1,3-glucana sintase (Alexander et al., 2013) podem
promover a resisténcia frente a esses farmacos. Outro ponto importante é a duracdo dos
protocolos terapéuticos, que muitas vezes sdo longos e caros, aléem das interacoes
medicamentosas serem frequentes e perigosas. Por isso, hd uma necessidade em buscar
novas alternativas eficazes, com amplo espectro de acdo e menor custo possivel. O uso de
anticorpos monoclonais e peptideos antifingicos vem sendo testados como alternativas,
porém esbarram, respectivamente, em baixo espectro de acdo (Casadevall e Pirofski, 2012)
e elevado custo (Hancock e Sahl, 2006). Nesse cenario, a busca por vacinas antifingicas,
priorizando a prevencdo no lugar do tratamento, vem sendo estimulada (Garcia-Carnero et
al., 2018).

1.3. Resposta imunoldgica contra infec¢des fangicas

Quando o hospedeiro se depara com a invasdo de um patdgeno é acionada uma
resposta com o objetivo de reestabelecer o equilibrio, eliminando os invasores e visando o
menor dano possivel ao individuo infectado. A maioria dos patégenos flngicos sao
detectados e eliminados por mecanismos da defesa imune inata, a partir do reconhecimento
de padrées moleculares associados a patdgenos (PAMPS) por receptores de
reconhecimento de padres (PRRs) presentes em diversas células. Um exemplo classico de
PAMP ¢ a molécula s-1,3-glucana, presente na parede celular de todos os fungos descritos
até o momento, reconhecida por um receptor de lectina do tipo C (CLR), chamado
Dectina-1, encontrado em células como macréfagos, neutrofilos e células dendriticas. A
partir desse reconhecimento ha a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS),
quimiocinas e citocinas pro-inflamatorias pelas células de defesa do hospedeiro (Taylor et
al., 2002; Romani, 2011). Outros exemplos de reconhecimento atraves da identificacdo de
PAMPs encontrados em células fangicas estdo presentes na Figura 2. Sendo assim, o
reconhecimento de PAMPs flngicos pelos PRRs leva a montagem de uma resposta



fungicida direta e induz a diferenciacéo de células responsaveis pela ativagdo da imunidade

adaptativa.
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Figura 2. Reconhecimento de padrdes associados a patégenos (PAMPs) por receptores da imunidade inata.
CLRs — receptores lectina do tipo C; TLRs — receptores Toll-like; DC-SIGN - dendritic cell-specific ICAM-
grabbing non-integrin; MINCLE — lectina do tipo C induzivel por macréfagos (Adaptado de Erwig e Gow,
2016).

A resposta imune inata pode também dar inicio a uma resposta inicialmente mais
lenta e denominada adaptativa. Durante a resposta imune adaptativa destaca-se o papel
dos linfécitos T CDA4+, ativados majoritariamente por células dendriticas, principais
células apresentadoras de antigeno. Essas células fagocitam o patdégeno no local de
infeccdo, migram para o linfonodo mais proximo, processando e apresentando o antigeno
via complexo principal de histocompatibilidade 1l (MHC-II) para os linfocitos T CD4+
virgens. Estes linfécitos, por sua vez, assumem fenotipos distintos dependendo do
estimulo que recebem. Dentre os diversos subtipos celulares que esses linfécitos podem
assumir, os descritos como os principais envolvidos na resposta antifngica sdo: os
linfécitos T helper 1 (Thl), os mais relacionados com uma resposta protetora, induzidos
principalmente por interleucina-12 (IL-12) e secretando IL-2, IL-12, IL-18, Interferon-y
(IFN-y) e Fator de necrose tumoral o (TNF-a); e os linfocitos Th2, induzidos
principalmente por IL-4 e secretando IL-4, IL-5, IL-13 e IL-10, citocinas relacionadas

com uma resposta mais anti-inflamatdria e alérgica, normalmente relacionados com a nao



resolugédo da infeccdo (Amsen et al., 2004; Romani, 2004), apesar de estudos recentes
mostrarem um papel protetor contra o género Pneumocystis spp. (Eddens et al., 2017).

Recentemente, vem sendo descrito também o papel das células Th17 na resolugéo
de infeccdes fungicas. Descritas por Park et al. (2005), a diferenciacdo dessas células é
induzida por Fator de transformacdo do crescimento-p (TGF-B), IL-6, IL-1p, IL-21 e IL-
23, e secretam IL-17A, IL-21, IL-22, IL-26 e GM-CSF (Gaffen, 2011; Song, Gao e Qian,
2014). Os linfocitos Th17 foram encontrados no repertorio de células de memdria humanas
especificas para fungos (Acosta-Rodriguez et al., 2007; Chai et al., 2010) e em respostas
protetoras mediadas por vacinas em camundongos (Wuthrich et al., 2011). Dentre as
habilidades deste subtipo celular, estd o recrutamento de neutréfilos, ja conhecidos por
desempenhar papel fundamental na resposta contra patdgenos classicos, como C. albicans
(Hernandez-Santos e Gaffen, 2012; Hunniger et al., 2014).

Outro subtipo de linfocitos T CD4* presente nas respostas antiflngicas, sdo a células
reguladoras (Treg). Essas células sdo responsaveis por balancear a resposta imune, visando
0 menor dano possivel ao hospedeiro, 0 que muitas vezes acarreta na tolerancia ao
patdgeno, por conta da reducdo da inflamacgéo no tecido mediada pela secrecdo da citocina
anti-inflamatoria IL-10 que afeta negativamente a producdo de IFN-y (Romani e Puccetti,
2006; Wuthrich et al., 2011). A Figura 3 ilustra esquematicamente como ocorre a
diferenciacdo dos linfocitos T CD4* supracitados, a partir do reconhecimento de diferentes

patdgenos por células apresentadoras de antigenos (APCs).
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Figura 3. Mecanismos de defesa antifingica do hospedeiro. Em humanos, infec¢bes flngicas sdo
combatidas por respostas tanto humoral (sistema complemento, anticorpos) quanto celular (fagdcitos,
linfécitos T). Mecanismos protetores sdo baseados na quimiotaxia e ativagdo de neutrdfilos,
monaocitos/macréfagos e, no caso de infeccdes de mucosa, células epiteliais. A ativacdo das células se da
através de quimiocinas e citocinas pré inflamatorias, liberadas por células como macrdfagos, células
dendriticas e linfécitos Thl e Th17. Os linfécitos Th2, por outro lado, liberam citocinas anti-inflamatdrias,
induzindo mecanismos de tolerancia, que promovem um balanco entre a inflamag&o e os danos ao tecido,
mas em certos casos podem aumentar a susceptibilidade a infeccdo (Adaptado de Brown et al, 2012).

Além dos linfécitos T CD4*, é importante a acdo dos linfécitos T CD8*
citotoxicos na eliminacéo dos patdgenos, a partir da liberacdo de peptideos antimicrobianos
e lise de células infectadas (Levitz, Mathews e Murphy, 1995; Ma et al., 2002). Assim
como as células T CD4*, as T CD8* também séo divididas em subtipos. Os descritos até o
momento sdo Tcl, Tc2 e Tcl7, que se diferenciam de acordo com o estimulo recebido
pelas APCs, que reconhecem PAMPs e realizam a apresentacdo dos antigenos via MHC-I
(Backer et al., 2008). Os principais subtipos de linfocitos T CD8" envolvidos em um papel
protetor nas infec¢bes fungicas sdo Tcl e Tcl7 (Nanjappa et al., 2012a; Nanjappa et al.,
2012b). Com o reconhecimento de S-glucana, é estimulada a produgéo da citocina IL-12,
que favorece a diferenciacdo de células Tcl (Leibundgut-Landmann et al., 2008), as quais
secretam citocinas como IFN-y, TNF-a e GM-CSF, contribuindo para ativacdo de células
do sistema imune inato, como neutréfilos e macréfagos. Além disso, agem matando
macrofagos infectados ndo-responsivos através da secre¢do de moléculas como perforinas
e granzimas (Lin et al., 2005). Linfécitos CD8" Tc17, assim como os CD4" Th17, secretam

a citocina IL-17A, que ativa células epiteliais de mucosa para secretarem produtos
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antimicrobianos, como defensinas (Kondo et al., 2009; Kumaresan, da Silva e
Kontoyiannis, 2017). Baseado nos receptores expressos na superficie dessas células,
linfécitos Tcl podem ser considerados células efetoras e os Tc17 de memdria (Kumaresan,

da Silva e Kontoyiannis, 2017).

Sabe-se que 0s grupos mais atingidos por infecgdes flngicas graves sdo os de
individuos imunocomprometidos, em especial aqueles com AIDS, que possuem uma
deficiéncia na resposta imunoldgica mediada por linfécitos T CD4" e, portanto, nao
conseguem desenvolver a resposta adaptativa classica contra patdgenos fungicos. A
plasticidade das células envolvidas e a redundancia na resposta imune adaptativa
antifangica, contudo, aponta para a possibilidade de desenvolvimento de vacinas capazes
de conferir protecdo também em individuos com alguma deficiéncia em linfécitos T CD4".
Modelos experimentais ja mostram uma habilidade das células T CD8" de compensar a
auséncia de células T CD4", conferindo protecdo e resposta de memoéria (Wuthrich et al.,
2002; Wuthrich et al., 2003; Nanjappa et al., 2012b; Kumaresan, da Silva e Kontoyiannis,
2017). Sendo assim, apesar da resposta antifungica classica ser composta principalmente
pela acdo do sistema imune inato e linfocitos T CD4", sugere-se que, na auséncia destes
linfocitos, a resposta mediada por células T CD8" previamente estimuladas também poderia
conferir protecdo ao hospedeiro (Wuthrich et al., 2003). Desta forma, propostas atuais
sugerem o uso de vacinas multivalentes com forte componente CD8* e capazes de
promover uma resposta de memoria frente a diferentes espécies fungicas (Cassone, 2013;
Nanjappa e Klein, 2014; Nimrichter et al., 2016).

1.4. Vesiculas extracelulares (VEs) fungicas

A producéo e liberacdo de VEs ocorre em todos os tipos celulares investigados
até o momento (Joffe et al., 2016). Em células flngicas, esse mecanismo foi sugerido em
meados de 1970 (Takeo et al., 1973b, 1973a). No entanto, o primeiro isolamento de VEs
foi publicado em 2007 (Rodrigues et al., 2007). Nesse trabalho, VEs foram isoladas a
partir de sobrenadante de cultura do fungo C. neoformans. Apos 11 anos, VEs foram
detectadas no sobrenadante de cultivo de diversas espécies flingicas, entre elas H.
capsulatum, Saccharomyces cerevisiae, Sporothrix shenckii, C. albicans, Candida
parapsilosis (Albuquerque et al., 2008), P. brasiliensis (Vallejo et al., 2011), Malasezzia
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sympodialis (Gehrmann et al., 2011), Alternaria infectoria (Silva et al., 2014), Rhizopus
delemar (Liu et al., 2018), Pichia fermentans (Leone et al., 2018), dentre outros.

As VEs flngicas possuem uma bicamada lipidica e composicdo bastante
diversificada entre as espécies. Estes compartimentos j& foram descritos carregando
lipideos (glicolipideos neutros, esterois e fosfolipideos) (Albuquerque et al., 2008; Vargas
et al., 2015), proteinas (como por exemplo lipases, proteases, fosfatase, urease e lacase)
(Rodrigues et al., 2007; Albuquerque et al., 2008; Rodrigues et al., 2008a; Rodrigues et
al., 2014; Vargas et al., 2015), polissacarideos (glucuronoxilomanana [GXM], epitopos de
a-galactosil e manose e residuos de N-acetilglucosamina) (Rodrigues et al., 2007; Vallejo
et al., 2011; Peres da Silva et al., 2015a), pigmentos (Eisenman et al., 2009) e diferentes
classes de RNA: miRNA, snoRNA, snRNA, rRNA, tRNA e mRNA (Peres da Silva et al.,
2015b), descritos como fatores e reguladores de viruléncia em diferentes espécies fungicas.
Peres da Silva e colaboradores, mostraram também a presenca de residuos de manose e N-
acetilglucosamina na superficie de VEs de P. brasiliensis sendo potencialmente
reconhecidos pelo sistema imune inato do hospedeiro (Peres da Silva et al., 2015a). A
partir destas descobertas, sugere-se que a0 mesmo tempo que as VEs podem atuar no
estabelecimento e desenvolvimento da doenga, poderiam ser exploradas para estimular o

sistema imunoldgico do hospedeiro e induzir protecéo.

Existem ao menos trés mecanismos envolvido com a biogénese de VEs em
organismos fungicos, sendo eles: a liberagdo de exossomos derivados de corpos
multivesiculares (MVBs); o brotamento ou “shedding” de microvesiculas a partir da
membrana plasmatica; ou, como demonstrado por estudos recentes do nosso grupo, atraves
de um mecanismo de subtracdo citoplasmatica, no qual a membrana citoplasmatica sofre
uma invaginagdo, um remodelamento, seguida pela fusdo com a membrana, dando origem
a uma vesicula extracelular (Figura 4) (Deatherage e Cookson, 2012; Rodrigues et al.,
2013). Uma vez que diferentes mecanismos de biogénese estdo ocorrendo de forma
simultanea na ceélula, vesiculas com tamanhos e composi¢fes distintas estdo sendo
formados e secretados e esses, provavelmente, induzem respostas distintas do hospedeiro
(Rodrigues et al., 2008a).
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Figura 4. Producéo de vesiculas extracelulares por fungos. (A) Liberagdo de exossomos apés fusdo de corpos
multivesiculares (MVBs) com a membrana, (B) brotamento de vesiculas na membrana das células flngicas e (C)
mecanismo de subtracdo citoplasmatica (Adaptado de Nimrichter et al., 2018).

O exato mecanismo utilizado pelas VEs para atravessar a parede celular fungica
ainda permanece desconhecido. No entanto, algumas hip6teses vém sendo discutidas na
literatura, e incluem (i) a existéncia de canais na parede celular, por meio dos quais as VES
seriam guiadas para o meio extracelular; (ii) a hidrolise de componentes estruturais da
parede celular através de enzimas presentes nas VEs; e (iii) a passagem das VEs por
pressdo mecanica, com a presenca ou nao de poros, sem que ocorram mudangas estruturais
significativas na parede celular (Wolf e Casadevall, 2014; Rodrigues et al., 2015). E muito
provavel que uma combinacdo desses mecanismos seja responsavel pela passagem das
VEs e que, em paralelo, uma cooperacdo entre proteinas e lipideos que formam as
vesiculas deem estabilidade para que esses compartimentos atravessem toda a parede
celular de forma intacta (Rodrigues et al., 2013).

A diversidade de moléculas transportadas pelas VEs de fungos e a capacidade
destes em libera-las durante a infecgdo de células hospedeiras (Rodrigues et al., 2007)
levou a investigacdo de se essas vesiculas sdo reconhecidas e/ou modulam o
funcionamento de células de defesa do hospedeiro. Inicialmente, nosso grupo demonstrou
que VEs de C. neoformans sdo internalizadas por células fagociticas da linhagem RAW
264.7 e estimulam a producéo de oxido nitrico (NO), TNF-a, TGF-p e IL-10 (Oliveira et
al., 2010a). O tratamento também foi capaz de aumentar a atividade microbicida e

fagocitica dessas células (Oliveira et al., 2010a). A atividade bioldgica de VEs produzidas
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pelo fungo C. albicans também vem sendo investigada. Recentemente, demonstramos que
esses compartimentos apresentam propriedades que sugerem um papel imunomodulatério
de macrofagos e ceélulas dendriticas (Vargas, 2013). As VEs de C. albicans séo
internalizadas por macréfagos murinos derivados de medula 6ssea, levando a producdo de
NO e citocinas, como 1L-12p40, IL-10 e TNF-a (Vargas et al., 2015). Além disso, as VEs
de C. albicans ativam células dendriticas murinas derivadas de medula 6ssea, levando a
producdo de citocinas como 1L-12p40, IL-10 e TNF-a ¢ aumento na expressdo de CD86 e
MHCII, moléculas coestimulatorias associadas a apresentacdo de antigenos para oS
linfocitos. Esses resultados sugerem que VES poderiam atuar no desenvolvimento de uma
resposta imune adaptativa (Vargas et al., 2015), promovendo, entdo, a ativacdo de células
T, ja& conhecidas por desempenhar papel central na defesa antifingica do hospedeiro
(Ersland, Wuthrich e Klein, 2010).

Com base nesses resultados desenvolvemos um protocolo de vacinagdo em
camundongos BALB/c utilizando VEs produzidas por C. albicans (10 uM de esterol). As
VEs foram administradas associadas ou ndo com adjuvante de Freund, com o objetivo de
avaliar o efeito protetor destes compartimentos em um modelo de candidiase murina. Os
camundongos foram imunizados quatro vezes com intervalos de uma semana pela via
intraperitoneal. Os animais foram entdo imunossuprimidos com ciclofosfamida (200
mg/kg) e desafiados com uma dose letal de leveduras de C. albicans, também via
intraperitoneal. As VEs de C. albicans apresentaram uma atividade protetora de até 100%
na sobrevivéncia (Figura 5) (Vargas, 2016). Além disso, foi observada uma reducdo nas
Unidades Formadoras de Colbnias (UFC) do rim, figado e baco (dados ndo publicados).
Ainda, foi observada a producéo de 1gG e IgM no soro dos animais, e das citocinas TGF-j,
IL-4, IL-10, IL-12p70 e TNF-a. Entre camundongos vacinados VESs na auséncia de
adjuvante, foi observada a producao de anticorpos IgM e 1gG especificos para C. albicans
e um significativo aumento na producdo de TGF-f e IL-4 no 3° dia ap0s a infeccéo,
seguido da queda na producdo dessas mesmas citocinas no 5° dia. Foram também
detectados altos niveis de IL-1, IL-12p70 e TNF-a no 5° dia apds a infeccdo. Todos estes
dados corroboram com a hipétese de que as VEs fungicas seriam capazes de ativar uma
resposta imune protetora em modelo murino, sugerindo uma potencial utilizacdo em

formulagGes vacinais.
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Figura 5. Curva de sobrevivéncia dos camundongos tratados com VEs de C. albicans. Todos os
camundongos tratados previamente com as VEs de C. albicans, na presenca ou ndo de adjuvante,
sobreviveram ao desafio com uma dose letal do mesmo fungo (Vargas, 2016).

1.5.  Vesiculas extracelulares como plataforma de vacinagdo

Conforme mencionado anteriormente as VESs sdo produzidas por todos os tipos
celulares estudados até 0 momento e séo relacionadas com a ativacdo de células do sistema
imune e patogénese de diversos microrganismos (Brown et al., 2015; Joffe et al., 2016). A
utilizacdo de VEs vem sendo testada em formulaces vacinais e tratamentos de diversas
doencas (Joffe et al., 2016; Bitto e Kaparakis-Liaskos, 2017; Gerritzen et al., 2017; Wang
et al., 2018). Dentre as vantagens que se destacam no uso de formulagdes contendo VEs,
principalmente se comparando com vacinas compostas por microrganismos inativados ou
atenuados, estdo: (i) possibilitar uma formulacdo livre de células, ndo necessitando de
agentes inativadores ou atenuadores (ii) a capacidade de circular em fluidos corporais e
fazer parte de um dos mecanismos de comunicacdo entre células, possibilitando boa
circulacdo dos antigenos pelo corpo (Schorey et al., 2015); (iii) a habilidade de interagir de
forma satisfatoria com células apresentadoras de antigenos, sendo composta por diversas
moléculas imunogénicas; e (iv) a promocdo de um ambiente estdvel para componentes
proteicos, possibilitando a inser¢cdo de determinados antigenos em sua forma nativa
(Schorey et al., 2015).



15

Os primeiros estudos utilizando VEs como formulagdes vacinais possuiam como
objetivo o controle de tumores. Para isso, foram utilizadas VEs de células dendriticas
estimuladas ex vivo com antigenos tumorais (Zitvogel et al., 1998; Wolfers et al., 2001;
Pitt et al., 2016; Menay et al., 2017). O uso destas VEs em detrimento da propria célula
possui vantagens como a facilidade técnica, uma vez que estas VES podem ser
armazenadas e congeladas por pelo menos seis meses, e a resolugdo dos riscos envolvidos
quando séo utilizadas células viaveis como tratamento, por exemplo a continuacdo da
replicacdo da mesma mesmo apds a resolucdo da doenca, aumentando 0s riscos de
surgimento de novos problemas como céncer e doengas autoimunes (Zhang et al., 2014).
Outra importante vantagem é que a resposta antitumoral estimulada por esses exossomos
foi observada tanto para VEs aut6logas quanto halogénicas (Chaput et al., 2004).

Ja é conhecido que bactérias, em especial as Gram-negativas, também produzem e
liberam vesiculas, as chamadas vesiculas de membrana externa (VMES), observadas pela
primeira vez em 1966 (Knox, Vesk e Work, 1966) e atuando ao mesmo tempo como um
veiculo e adjuvante em uma proposta de vacina intranasal contra meningococo em 1998
(Haneberg et al., 1998). Embora apresente uma série de vantagens, conforme descrito
acima, uma das limitacGes consideradas para a utilizacdo de vesiculas produzidas por estes
microrganismos € a presenca de toxinas ou estruturas que podem potencializar o
desenvolvimento da infecdo (Joffe et al., 2016). No entanto, isso pode ser superado através
de modificacBes genéticas a partir do uso de técnicas moleculares relativamente simples.
Além disso, também através de engenharia genética, podemos inserir proteinas heterélogas
com o objetivo de potencializar o efeito protetor desses compartimentos. Nesse contexto,
as VMEs sdo consideradas potenciais alvos para o desenvolvimento e producdo de VMEs
carreadoras de imundgenos especificos (Bitto e Kaparakis-Liaskos, 2017). Kim e
colaboradores (2008), demonstraram ser possivel a incorporagdo de diversas proteinas
heterologas a superficie de VMEs atraves da fusdo com a proteina de superficie citolisina
A, como por exemplo da proteina verde fluorescente (GFP). A imunizacdo de
camundongos com VMEs carreadoras de citolisina-GFP, produzidas por Escherichia coli
transformadas, resultou na producdo de anticorpos anti-GFP (Chen et al., 2010). Além
disso, Huang e colaboradores (2016) fusionaram com sucesso a proteina de VME de
Acinetobacter baumannii, Omp22, a citolisina A da cepa DH5a de E. coli. Camundongos
infectados com A. baumannii produziram anticorpos anti-Omp22, mesmo na auséncia de
adjuvantes, e foram capazes de sobreviver quando submetidos a uma dose letal da bactéria
(Huang et al., 2016).
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Atualmente, existem quatro vacinas licenciadas que utilizam VMEs (Sierra et al.,
1991; Holst et al., 2009; Bai, Findlow e Borrow, 2011), todas produzidas pela bactéria
gram-negativa Neisseria meningitidis sorogrupo B (Frasch e Robbins, 1978; Sierra et al.,
1991; Holst et al., 2009). VMEs desta bactéria foram observadas estimulando neutrofilos e
levando a producédo de citocinas, TNF-p e IL-1pB, e quimiocinas, CXCL8, CCL3 e CCL4
(Lapinet et al., 2000). A mais recente das vacinas meningococcicas do grupo B
(Bexsero™, GSK) é composta por VMEs de uma cepa do sorogrupo B contendo trés
proteinas recombinantes importantes em sua patogénese (NadA, GNA2091-fHBP e
NHBA-GNA1030) (Giuliani et al., 2006; Serruto et al., 2012; Vernikos e Medini, 2014). A
combinacdo de multiplos antigenos, cada um com diferentes fungdes na patogénese da
bactéria, confere a esta vacina um espectro de acdo maior em relacdo as anteriores,
permitindo a acdo em diversos mecanismos e reduzindo as chances de escape e mutacdes

do microrganismo (Bai, Findlow e Borrow, 2011; Mubaiwa et al., 2018).

Muralinath e colaboradores (2011), demonstraram que vesiculas de Salmonella
enterica, expressando o antigeno PspA de Streptococcus pneumoniae acoplado a uma
sequéncia de sinal periplasmatico em seu limen, foram capazes de conferir protecdo contra
S. pneumoniae em camundongos. Mais recentemente, o antigeno PspA foi incorporado a
membrana de vesiculas de S. enterica, de forma direcionada para a superficie das VMEs
(Kuipers et al., 2015). Esta Gltima abordagem seria mais apropriada, uma vez que estudos
mostram antigenos secretados ou expostos na superficie associados com respostas celulares
fortes devido a disposicao fisica da molécula, facilitando o reconhecimento (Hess et al.,
1996; Kaufmann e Hess, 1999; Alaniz et al., 2007; Embry et al., 2011; Amuguni e Tzipori,
2012). Essa formulacdo se mostrou capaz de conferir protecdo, induzindo a producéo local

da citocina IL-17A e de anticorpos, tanto sistémica quanto local (Kuipers et al., 2015).

A bioengenharia de VMEs ndo vem sendo investigada apenas para o0
desenvolvimento de vacinas antibacterianas. A insercdo de antigenos virais vem sendo
testados. O peptideo M2e, um dominio altamente conservado da proteina de matriz do
género influenza A, foi fusionado com a proteina citolisina A de E. coli por Rapazzo e
colaboradoes (2016). As vesiculas recombinantes expressando M2e foram capazes de
induzir titulos elevados de 1gG em camundongos, sem a necessidade de administrar
adjuvantes, alem de promover prote¢do contra infeccdo com dose letal da cepa PR8 de

influenza (Rappazzo et al., 2016). Posteriormente, foi observado que estas vesiculas
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também eram capazes de conferir protecdo cruzada contra as cepas HIN1 e H3N2 de
influenza (Watkins et al., 2017).

No entanto, alguns problemas sao apontados na utilizacdo de VEs como vacinas,
dentre eles a estabilidade dessas particulas quando administradas in vivo e sua
heterogeneidade, uma vez que sdo observadas populacdes de diferentes tamanhos e ndo se
sabe ao certo como sdo secretadas e como as moléculas sdo enderecadas para este
compartimento. Além disso, ha ainda dificuldade na consisténcia de producdo e
isolamento, por depender de condi¢bes de crescimento do microrganismo e as técnicas de
isolamento atuais dificultarem uma producéo em larga escala (Wang, Gao e Wang, 2018).

Uma vez demonstrada a capacidade protetora de VEs e a possibilidade de atuarem
como carreadoras de antigenos heterélogos, levantou-se a hipotese de utilizar, também,
VEs flngicas como uma estratégia de vacinacdo, utilizando-as como uma plataforma

carreadora de proteinas ou peptideos relacionados a patogénese de fungos emergentes.

2. JUSTIFICATIVA

Até o momento, ndo existem vacinas licenciadas capazes de controlar infeccGes
fangicas invasivas. Uma vacina contra a candidiase vaginal recorrente, patologia que afeta
milhares de mulheres ao redor do mundo, se encontra em fase Il de testes clinicos, mas sua
aplicacdo em individuos imunossuprimidos se mostra um desafio (Sui, Yan e Jiang, 2017;
Edwards et al., 2018). Entretanto, avancos na compreensdo da imunidade fdngica
levantaram a hipétese de que seria possivel desenvolver vacinas capazes de provocar
imunidade duradoura contra fungos, mesmo em individuos imunocomprometidos,
investindo em mecanismos redundantes e compensatdrios do sistema imune, como a recém
descoberta habilidade de linfcitos T CD8" de conferir protecdo na auséncia de linfocitos T
CD4" (Kumaresan, da Silva e Kontoyiannis, 2017).

Tendo em vista que a populacdo de imunocomprometidos é a mais atingida por
infeccBes fungicas, é importante o desenvolvimento de uma formulacdo vacinal que ndo
utilize microrganismos atenuados, abrindo espaco para formulagdes de subunidade ou com
microrganismo inativado. No entanto, vacinas de subunidade tém como desvantagem a
reducdo do espectro de acdo por conta da perda de diversos antigenos existentes na célula

completa, e quanto as vacinas com microrganismos inativados, € comum a necessidade de
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varias doses de reforco uma vez que o microrganismo inativado ndo induz uma resposta
protetora tdo eficiente quanto o atenuado (CDC, 2018; Wang, Gao e Wang, 2018).

Desta forma, na busca de novas alternativas que conferissem uma resposta segura,
duradoura e de amplo espectro, levantou-se a possibilidade da utilizacdo de VEs
produzidas por microrganismos, uma vez que estas contém um conjunto de moléculas
imunomodulatérias e poderiam atuar como um veiculo de transporte de antigenos
importantes no desenvolvimento de uma resposta protetora, sem a necessidade de
adjuvantes. Atualmente, ja existe licenciada uma vacina baseada na bioengenharia de VEs,
utilizando VMEs recombinantes da bactéria N. meningitidis sorogrupo B, comprovando
entdo ser possivel a utilizagdo de vesiculas como estratégia vacinal (Bai, Findlow e
Borrow, 2011).

Quanto aos fungos, diversos estudos apontam também a presenca de varios
imundgenos em VEs (Albuquerque et al., 2008; Rodrigues et al., 2008b; Eisenman et al.,
2009; Vallejo et al., 2011; Vallejo et al., 2012; Peres da Silva et al., 2015a; Peres da Silva
et al., 2015b; Vargas et al., 2015). Além disso, nosso grupo demonstrou que VEs fungicas
modulam a atividade do sistema imunolégico (Vargas et al., 2015) e sdo capazes de
conferir protegdo a camundongos previamente imunizados e posteriormente submetidos a
desafio letal por C. albicans (dados ndo publicados).

Desta forma, acreditamos ser possivel desenvolver uma vacina eficaz e segura
utilizando VEs da espécie flngica Saccharomyces cerevisiae, um organismo de facil
manipulacdo genética e cultivo, de forma que essas VES contenham antigenos classicos
dos principais patdgenos fungicos conhecidos, como C. albicans, C. neoformans e H.
capsulatum, desencadeando respostas protetoras.

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

O objetivo do projeto é direcionar antigenos heterélogos para VEs produzidas

pelo fungo S. cerevisiae e testar a atividade bioldgica desses compartimentos.
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3.2.  Objetivos especificos

o  Construir plasmideos contendo a sequéncia da Ovalbumina (OVA) sob controle do
promotor ADHL1.

o  Gerar cepas de S. cerevisiae capazes de expressar o0 antigeno heter6logo classico

OVA e determinar a presenca dessa proteina nas VESs produzidas por esse fungo.

o  Auvaliar se as VEs de S. cerevisiae contendo OVA sdo internalizadas por macré6fagos

derivados de medula 6ssea murina.

o  Avaliar a modulagdo de macrofagos e células dendriticas murinos derivados de

medula éssea frente as VESs de S. cerevisiae contendo OVA.

4, METODOLOGIA

4.1. Construcdo das sequéncias quimericas de Ovalbumina

Foram construidas trés sequéncias quiméricas da proteina OVA: soltvel (SOVA),
sequéncia completa da proteina, citoplasmatica (cCOVA), sem a sequéncia que direciona a
proteina para secrecdo ou membranar (MOVA), sequencia citoplasmatica contendo uma
porcdo da sequéncia de ferritina que direciona a proteina para a membrana plasmatica,
sendo cada uma das sequencias fusionada com o promotor do gene ADH1 (alcool
desidrogenase) de S. cerevisiae.

As sequéncias SOVA, cOVA, mOVA e promotor do gene ADH1, foram
amplificadas em 35 ciclos de PCR, com as etapas de desnaturacdo, anelamento e
amplificacdo ocorrendo a 95, 60 e 72 °C, respectivamente. As sequéncias dos primers

utilizados estdo descritas na Tabela 2.



20

Tabela 2. Sequéncias dos primers forward e reverse utilizados para amplificacdo das diferentes sequéncias
de OVA (soluvel, citoplasmatica e membranar) e do promotor do gene ADH1.

Gene Forward (5> 2 3°) Reverse (3° 2 5°)

ADH1 TACAATATGGAAGGGAACTTTACACTTC ZCC;;TATATGAGATAG TTGATTGTATGCTT
CATACAATCAACTATCTCATATACAATG

mOVA GATCAAGCCAGATCAGE GCATTAACCCTCACTAAAGGGAAGCGG
CATACAATCAACTATCTCATATACAATG

cOVA e sOVA GGCTCCATCGGC GCATTAACCCTCACTAAAGGGAAGCGG

Em seguida, as sequéncias foram purificadas com o kit QUIAEX Il Gel
Extraction (QIAGEN - 20021) e quantificadas em Nanodrop. A fuséo da sequéncia do
promotor com as sequéncias dos diferentes direcionamentos da proteina OVA foi realizada
por meio da técnica de “Stich PCR” (Figura 6). Os oligonucleotideos utilizados para
amplificar as diferentes construcdes de OVA contém uma pequena cauda complementar a
sequéncia do promotor ADH1, sendo o anelamento dessas no Stich PCR importante para
que ocorra a fusdo das duas sequéncias. Os primers utilizados no Stich PCR contém, em
sua sequéncia, os sitios reconhecidos pelas enzimas de restricdo BamHI e Sacll,
necessarios para a clonagem no vetor (Tabela 3). Apds fusionadas, as sequéncias foram

novamente purificadas e quantificadas em Nanodrop.
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Figura 6. Esquema de construcdo das sequéncias de ovalbumina. O promotor de ADH1 foi fusionado as
sequéncias de “OVAs” através da técnica de “Stich PCR”.

Tabela 3. Sequéncias dos primers forward e reverse, utilizados para ligacao das diferentes sequéncias de

OVA (solavel, citoplasmatica e membranar) com a sequéncia do promotor do gene ADH1.

Gene Primer

ADH1_BamHI (forward)

CGGGATCCATATTAATTAAAGTCCAATGCTAGTAGAGAAGG

mOVA, cOVA e sOVA_Sacll (reverse) TCCCCGCGGTTAAGGGGAAACACATCTGCC

Os sitios de reconhecimento das enzimas BamHI e Sacll se encontram sinalizados em vermelho.

Os fragmentos finais das sequencias de SOVA, mOVA e cOVA e o plasmideo

pRS416 (Stratagene) (Figura 7) foram clivados com as enzimas BamHI e Sacll, novamente

purificados, e a ligacdo dos fragmentos ao plasmideo foi realizada utilizando a enzima T4

ligase (NEB - M0202S) O plasmideo escolhido permite a selecdo dos transformantes em

bactérias e em leveduras por conter, para selecdo em bactéria, o gene de resisténcia a

ampicilina e, para selecdo em leveduras, o gene Ura3, que permite o crescimento de

organismos auxotroficos na auséncia de uracila.
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Figura 7. Estrutura do plasmideo pRS416. O plasmideo contém como marcas de sele¢do conferir resisténcia
ao antibidtico ampicilina (regido AmpR) e conferir ao microrganismo a habilidade de producdo de Uracila
(regido URA3).

4.1.1. Transformacédo em Escherichia coli

Células competentes, isto é, aptas a receber material genético exdgeno, da cepa
DH5a de E. coli foram transformadas com os diferentes plasmideos (contendo cOVA,
mMOVA e sOVA) a fim de se obter grande quantidade de material plasmidial. A
metodologia utilizada foi o choque térmico, onde as células e os plasmideos sdo incubadas
em gelo por 30 min e em seguida & 42 °C por 30 segundos, permeabilizando a membrana e
permitindo, assim, a entrada dos plasmideos nas células. As bactérias transformadas foram
selecionadas, através de cultivo em meio Luria-Bertani (LB) agar acrescido de 100 pg/mL
de antibiotico ampicilina, por crescimento overnight, a 37 °C. Apds o tempo de incubacéo,
algumas colonias isoladas foram submetidas a técnica de PCR de genotipagem, para
selecdo de células que efetivamente possuissem o plasmideo com o inserto. Confirmada a
transformacéo, as col6nias selecionadas foram inoculadas em meio LB liquido, acrescido
de 100 pug/mL de ampicilina, overnight a 37 °C, e os plasmideos transformados obtidos por
extragéo através do kit Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System (QIAGEN).

A correta construcdo e insercdo no plasmideo foi confirmada, atraves do
sequenciamento dos trés plasmideos finais obtidos, pela Unidade Multidisciplinar de
Gendmica do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho (IBCCF/UFRJ). Os resultados
foram analisados e os contigs montados utilizando o software SeqMan, que é parte
integrante do pacote DNASTAR.
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4.1.2. Transformacdo em levedura de S. cerevisiae

A cepa S288C de S. cerevisiae foi transformada com os plasmideos pRS416
contendo as sequéncias dos diferentes direcionamentos da proteina OVA (cOVA, mOVA e
SOVA), sob regulagdo do promotor constitutivo do gene ADH1. Como controle negativo a
cepa S288C de S. cerevisiae também foi transformada com vetor vazio (VOVA). A
transformacdo das leveduras foi realizada pelo método LiAc (Gietz e Woods, 2002) e a
selecdo das leveduras transformadas através de cultivo em agar dropout -URA DO

Supplemnt (-URA - Clontech - 630416), um meio de cultura sem uracila.

4.2. Confirmacéo da expressdo de Ovalbumina

Foram utilizadas as técnicas de Western Blot e imunofluorescéncia a fim de
confirmar a expressao das diferentes formas de OVA em cada cepa transformada. Os
diferentes transformantes de S. cerevisiae foram crescidos por 24 horas em 10 mL de meio
-URA, na auséncia da pirimidina uracila, e, apds o tempo de incubacdo, as células foram
centrifugadas por 5 minutos a 3.650 x g e 0 meio de cultura foi descartado. O extrato
proteico foi obtido através da adi¢do de pérolas de vidro e tampdo de lise (50 mM Tris-HCI
pH 7,5, 0,2 % de Tergitol NP-40, 150 mM de NaCl, 5 mM de EDTA) acrescido de inibidor
de proteases ao pellet celular das leveduras, seguido por etapas de agitacdo intensa. As
amostras foram centrifugadas por 5 min a 16.200 x g e o sobrenadante, contendo o extrato
proteico, recolhido. A quantificacdo foi realizada através do kit Pierce™ BCA Protein
Assay.

Western Blot. Para a metodologia de Western Blot uma eletroforese foi realizada
em gel de poliacrilamida 12% contendo dodecil sulfato de sddio (SDS-PAGE). As
amostras foi adicionado tampao de amostra 4 vezes concentrado (0,2 M Tris pH 6,8, 0,4 M
DTT, 8% SDS, 0,2% azul de bromofenol, 40% glicerol) e estas desnaturadas a 100 °C por
5 minutos em termobloco. Aos géis, foram aplicados 10 ug de proteina de cada amostra e a
eletroforese processada a 200 V por 1 hora. O gel de SDS-PAGE foi submetido a
transferéncia para membrana de PVDF, previamente ativada com metanol, utilizando

tampé&o contendo Tris 48 mM, glicina 39 mM, 20% de metanol, e uma voltagem fixa de
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100V, a 4 °C por 2 horas. Apos a transferéncia, a membrana foi bloqueada com 5% de leite
em po desnatado diluido em TBS-Tween (TBST) (1,4 M NaCl, 30 mM KCI, 250 mM Tris
Base e 0,1 % Tween 20) por 30 minutos sob agitacdo, para evitar que ocorram ligacfes
inespecificas. Em seguida foi adicionado o anticorpo primario a-OVA isolado de fluido
ascitico na diluicdo 1:2000 (Sigma Aldrich — SAB5300165) a solucdo de bloqueio e
incubado a 4 °C, overnight. Apds o tempo de incubacdo, a membrana foi lavada com
solucdo de TBST e o adicionado o anticorpo secundario a-mouse IgG conjugado a HRP
200 ng/mL (Promega — W4021) em tampdo de bloqueio, agitando por aproximadamente 2
horas em temperatura ambiente. Apos a incubacdo, a membrana foi lavada com solucéao
TBST por 30 minutos e foram, entdo, adicionados 500 uL de peroxido de hidrogénio e 500
pL de luminol (ThermoFisher — 34580) a um recipiente contendo a membrana. As bandas

visualizadas foram analisadas e fotografadas no ImageQuantX.

Imunofluorescéncia. Para os experimentos de imunofluorescéncia, as cepas
transformadas de S. cerevisiae foram crescidas 24 horas em 10 mL de meio -URA e
submetidas a tratamento enzimatico com liticase para geracdo de protoplastos, conforme
descrito por Carrillo e colaboradores (2015). Para isso, as células foram centrifugadas a
500 x g por 5 minutos, ressuspendidas em 3 mL do tampdo de incubagdo (50 mM KH2PO4
pH 7,2 ajustado com KOH e 40 mM B-mercaptoetanol) e incubadas em agitacdo por 15
min, a temperatura ambiente. As células foram convertidas em protoplastos através da
adicdo de 3 mL de tampé&o contendo liticase (50 mM KH2POa, 2,4 M sorbitol pH 7,2
ajustado com KOH, 40 mM B-mercaptoetanol, 150 mg BSA e 0,5 mg de liticase), a
suspensdo foi homogeneizada em vortex e incubada a temperatura ambiente, por 45
minutos. Os protoplastos foram lavados 4 vezes em PBS contendo 0,6M de KClI,
centrifugando a 500 x g, por 5 minutos, e fixados com PBS contendo 4% paraformaldeido
(PBS/PF 4%), por 30 minutos, a 37 °C. Apos fixados, os protoplastos foram lavados 3
vezes em PBS filtrado e ligacBes inespecificas ao anticorpo bloqueadas com solugdo de
PBS contendo 1% BSA (PBS/BSA 1%) por 1 hora, a 37 °C. Entdo, o anticorpo primario o-
OVA foi adicionado na dilui¢do 1:500, em solucdo PBS/BSA 1%, e incubado overnight, a
4 °C. Apos o periodo de incubacéo, os protoplastos foram lavados novamente 3 vezes com
PBS e o anticorpo secundario, a-mouse 1gG Alexa Fluor® 568 conjugate (ThermoFisher —
A-11004), foi adicionado na diluicdo 1:500, também em PBS/BSA 1%, e incubado
overnight, a 4°C. Passado o periodo de incubagdo, os protoplastos foram lavados 3 vezes

com PBS e foi adicionado o composto fluorescente Calcofluor na diluicdo 1 mg/mL, em
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PBS, por 1 hora, a temperatura ambiente, para marcacdo da parede celular fngica, uma
vez que este composto se liga & quitina, polissacarideo presente nesta estrutura. Os
protoplastos foram lavados 3 vezes com PBS, as laminas montadas em 50 mM N-
propilgalato-PBS e analisadas em microscopio de fluorescéncia AxioVision 4:8 (Zeiss,

Oberkochen, Germany).

4.3. Obtencdo das vesiculas de S. cerevisiae

As cepas transformadas foram pré-inoculadas em 10 mL de meio -URA, sob
agitacdo (150 rpm) a 30°C. Apos 48 h, os pre-indculos foram transferidos para 100 mL de
meio -URA e mantidos sob a mesma agitacdo, temperatura e tempo de incubacdo. A
seguir, uma aliquota de cada indculo foi retirada para contagem em Camara de Neubauer, e
transferidas 10° células para 2000 mL de meio -URA, mantidos novamente sob mesma
agitacdo, temperatura e tempo de incubacéo.

As leveduras foram separadas do sobrenadante de cultura de acordo com o
protocolo previamente descrito por nosso grupo (Rodrigues et al., 2007). Desta forma, o
cultivo foi centrifugado a 4.000 x g por 20 minutos, a 4 °C, e os pellets descartados. Para
garantir a remocdo de células e debris, o sobrenadante resultante foi filtrado em membrana
de 0,8 um e, posteriormente, concentrado cerca de 25 vezes usando um sistema de
ultrafiltracdo Amicon (membrana de 100 kDa - Millipore). O sobrenadante concentrado foi
centrifugado a 100.000 x g, por 1 hora, a 4 °C. Os sobrenadantes foram descartados e 0s
sedimentos lavados uma vez e ressuspendidos em PBS (pH 7,2, filtrado em membrana de
0,22 pum) contendo 1% penicilina-estreptomicina. A quantificagdo das VEs foi realizada
através do kit fluorimetrico Amplex Red Sterol Assay (Molecular Probes), baseado na

presenca de esterol nas membranas das vesiculas.

4.4. Analise do diametro médio das vesiculas

Vesiculas extracelulares possuem um movimento browniano e este pode ser
medido pela técnica de espalhamento de luz dindmica (DLS - Dynamic Light Scattering),
possibilitando o conhecimento sobre tamanho e heterogeneidade da amostra (Eisenman, et

al., 2009). As vesiculas de S. cerevisiae das diferentes cepas foram medidas por DLS em
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90PIus/BIMAS Multi-Angulo analisador de tamanho de particulas (Instrumentos
Brookhaven).

4.5. Confirmacao da presenga de OVA nas vesiculas

A metodologia de Western Blot foi realizada da mesma forma que para o extrato
total das leveduras. Foi realizada uma eletroforese em gel de poliacrilamida 12% contendo
dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). As amostras foi adicionado tamp&o de amostra 4
vezes concentrado (0,2 M Tris pH 6,8, 0,4 M DTT, 8% SDS, 0,2% azul de bromofenol,
40% glicerol) e estas desnaturadas a 100 °C por 5 minutos em termobloco. Aos géis, foram
aplicados 10 ug de proteina de cada amostra, quantificadas através do kit Pierce™ BCA
Protein Assay, e a eletroforese processada a 200 V por 1 hora. O gel de SDS-PAGE foi
submetido a transferéncia para membrana de PVDF, previamente ativada com metanol,
utilizando tampé&o contendo Tris 48 mM, glicina 39 mM, 20% de metanol, e uma voltagem
fixa de 100V, a 4 °C por 2 horas. Apo6s a transferéncia, a membrana foi bloqueada com 5%
de leite em po desnatado diluido em TBS-Tween (TBST) (1,4 M NaCl, 30 mM KClI, 250
mM Tris Base e 0,1 % Tween 20) por 30 minutos sob agitacdo, para evitar que ocorram
ligacBes inespecificas. Em seguida foi adicionado o anticorpo primario a-OVA isolado de
fluido ascitico na diluicdo 1:2000 (Sigma Aldrich — SAB5300165) a solucdo de bloqueio e
incubado a 4 °C, overnight. Apds o tempo de incubacdo, a membrana foi lavada com
solugdo de TBST e o adicionado o anticorpo secundario a-mouse IgG conjugado a HRP
200 ng/mL (Promega — W4021) em tampdo de bloqueio, agitando por aproximadamente 2
horas em temperatura ambiente. Apos a incubacdo, a membrana foi lavada com solugéo
TBST por 30 minutos e foram, entdo, adicionados 500 pL de perdxido de hidrogénio e 500
pL de luminol (ThermoFisher — 34580) a um recipiente contendo a membrana. As bandas

visualizadas foram analisadas e fotografadas no ImageQuantX.

4.6. Animais e obtencdo de células hospedeiras (CEUA: 01200.001568/2013-87)

Foram utilizados camundongos isogénicos da linhagem C57BL/6J, de 4 a 12
semanadas de idade, cedidos pelo Prof. Fabianno Dutra do Laboratorio de Imunologia e

Inflamacdo, Departamento de Imunologia, IMPG, UFRJ. Os macrofagos e as células
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dendriticas foram obtidos a partir de células progenitoras da medula dssea dos animais,
segundo a metodologia descrita por Zhang, Goncalves e Mosser (2008) e Lutz et al.
(2000), respectivamente. Os camundongos foram eutanasiados e seus dois fémures e duas
tibias das patas traseiras retirados. As epifeses dos 0ssos removidas e as células
progenitoras obtidas através de lavagem das medulas, realizada com meio RPMI e o

auxilio de uma seringa com agulha.

Para a obtencdo dos macrdfagos, o lavado foi centrifugado a 200 x g por 10
minutos e as células obtidas cultivadas em placa de petri contendo 10 mL meio de meio de
diferenciacdo, composto por RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB), 1% de penicilina-estreptomicina e 20% de sobrenadante de L929, o qual contém
fator rM-CSF (fator estimulante de col6nia de macréfagos e granulécitos), a 37 °C e 5%
CO>. No terceiro dia de cultura, foram adicionados mais 10 mL do meio de diferenciagéo.
As células foram recuperadas para experimento apés sete dias de cultura.

Para a obtencéo das células dendriticas, o lavado obtido foi centrifugado a 200 x g
por 10 minutos e as celulas cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado com 1% de
penicilina-estreptomicia, 10% de SFB e 20 ng/mL de rGM-CSF, a 37 °C e 5% CO>. No
terceiro dia, a cultura foi ressuspendida em mais 10 mL de meio suplementado contendo

rGM-CSF. No sétimo dia de cultura, as células foram recuperadas para experimento.

4.6.1. Avaliacdo da internalizacdo das VEs das cepas de S. cerevisiae transformadas

por macréfagos derivados de medula éssea

Os macrofagos foram cultivados em placa de 8 pogos (Lab-Tek 11 Chamber Slide
- Thermo Fisher Scientiffic - 154941), na densidade de 2 x 10° células/poco e incubados
overnight em meio RPMI suplementado com 10% de SFB e 1% de penicilina-
estreptomicina. VEs dos diferentes mutantes de S. cerevisiae foram marcadas com 3 uM
do composto fluorescente DilCys (1,1’-dioctadecil-3,3,3,3’-perclorato de
tetrametilindocarbocianina - Invitrogen), que se intercala nos lipidios da membrana
vesicular (Oliveira et al., 2010a), e incubadas por 30 min a temperatura ambiente. Como
controle negativo, o DilCyg foi incubado em uma solucdo esteril de PBS. Apds o periodo
de incubacdo, as suspensdes vesiculares foram lavadas trés vezes, atraves de

ultracentrifugacdo, com 20 mL de PBS (pH 7,2 trés vezes filtrado em membrana de 0,22
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pm), a 100.000 x g por 1 hora a 4 °C e ressuspendidas também em mesmo PBS, de forma
que a concentracdo de esterol por Eppendorf seja de 2 uM. Os macrofagos foram, entéo,
incubados com a suspensdo vesicular contendo VEs marcadas com DilCs, ha
concentracdo final de 1 uM de esterol/poco, em dois tempos: 15 minutos e 1 hora em meio
RPMI 1640 puro. Apos os tempos de incubagdo, o meio foi retirado, as células lavadas
com PBS e fixadas com PBS/PF 4% por 30 minutos a temperatura ambiente. As células
foram novamente lavadas com PBS e blogueadas com PBS/BSA 1% por 1 hora, também a
temperatura ambiente, para evitar ligacGes inespecificas. O glicoesfingolipideo de
membrana GM1 foi marcado com a subunidade B da toxina da cdlera conjugada com FITC
(1 pg/mL) (CTxb-FITC — SigmaAldrich) e incubando por 1 hora, a 4 °C. Ap6s o término
da incubacdo, as células foram lavadas 3 vezes com PBS e o nucleo marcado com DAPI
(10 pg/mL — SigmaAldrich), incubando por 20 min, a temperatura ambiente. As células
foram novamente lavadas com PBS ao término da incubagdo. A Iamina foi entdo montada,
em 50 mM N-propilgalato-PBS, e analisada em microscopio de fluorescéncia AxioVision

4:8 (Zeiss, Oberkochen, Germany).

4.6.2. Avaliacdo da producdo de NO por macréfagos

Macréfagos obtidos da medula 6ssea dos camundongos foram plagueados em
placas de 96 pogos na concentracdo de 2 x 10° células/poco e mantidos overnight em meio
RPMI suplementado com 10% de SFB e 1% de penicilina-estreptomicina, a 37 °C, e 5%
CO». As ceélulas foram incubadas com VEs das diferentes cepas transformadas de S.
cerevisiae, nas concentragdes 0,1, 0,5 e 1 uM de esterol, em meio RPMI suplementado
com 1% de penicilina-estreptomicina por 1 hora a 37 °C e 5% CO,. Como controle
positivo foi utilizado LPS (100 ng/mL) e como controle negativo as células em meio RPMI
suplementado com 1% de penicilina-estreptomicina (sem VES). Apds esse tempo, 0 meio
foi suplementado com 10% de SFB e as células incubadas overnight nas mesmas
condigdes. A adicdo de SFB apds 1h de incubacdo ¢é devido a capacidade descrita da
albumina presente de romper VEs flngicas e bacterianas (Wolf, Rivera e Casadevall,
2012). Apds o periodo de incubagdo, o sobrenadante foi recolhido e a produgdo de NO
mensurada pela metodologia de Griess (Green et al., 1982). Para isso, em placa de 96
pocos, foi adicionado 100 pL de sobrenadante de macrofagos e 100 pL da solucdo

reveladora composta por 0,1% de diidrocloreto de naftiletilenodiamina, e 1% de
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sulfonamida em 5% de &cido fosférico, incubados por 10 minutos no escuro, a temperatura
ambiente, e analisados em leitor de placa a 540 nm de absorbancia. Uma curva de NaNO-

foi realizada para correlacionar a quantidade de nitrito presente nas amostras.

4.6.3. Avaliacao do metabolismo celular dos macréfagos

O metabolismo celular de macréfagos foram avaliados através da metodologia de
MTT (Morgan, 1998), com o objetivo de confirmar se as VEs das diferentes cepas
transformadas de S. cerevisiae seriam tdxicas para as células mamiferas. Para isso, as
células foram plaqueadas, com concentragdo 2 x 10° células/pogo, em placas de 96 pogos e
incubados overnight em meio RPMI suplementado com 10% de SFB e 1% de penicilina-
estreptomicina. Macrofagos e células dendriticas foram incubados com VEs das diferentes
cepas transformadas de S. cerevisiae, em diferentes concentragdes (0,1 pM, 0,5 pM e 1
MM de esterol/pogo), por 1 hora em meio RPMI e 1% de penicilina-estreptomicina (37° C,
5% CO»), tempo suficiente para internalizacdo das VEs produzidas por C. neoformans e C.
albicans (Oliveira et al., 2010a; Vargas et al., 2015). Apos esse tempo, foi adicionado aos
pocos meio RPMI suplementado com 10% de SFB e 1% de penicilina-estreptomicina. As
células foram incubadas overnight nas mesmas condicdes e, ao final, retirado o meio e
adicionada solucédo de MTT (0,5 mg/mL). Como controle negativo foi utilizado Triton X-
100. As células foram incubadas por mais 4 horas a 37 °C. A solugdo de MTT foi retirada e
os cristais solubilizados em 100 pL de isopropanol, a leitura foi realizada em

espectrofotdbmetro a 540 nm.

4.6.4. Avaliacdo da producdo de citocinas por macrofagos e CDs

Macrofagos e células dendriticas obtidos da medula 6ssea dos camundongos
foram plaqueados em placas de 96 e 24 pocos, na concentragdo de 2 x 10° células/pogo e 1
x 10° células/poco, respectivamente. As células foram mantidas overnight em meio RPMI

suplementado com 10% de SFB e 1% de penicilina-estreptomicina, a 37 °C, e 5% COx.

Os macrdfagos e células dendriticas foram incubados com VEs das diferentes

cepas transformadas de S. cerevisiae, nas concentracdes 0,1, 0,5 e 1 UM de esterol, em
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meio RPMI suplementado com 1% de penicilina-estreptomicina por 1 hora a 37 °C e 5%
CO.,. Como controle positivo foi utilizado LPS (100 ng/mL) e como controle negativo as
células em meio RPMI suplementado com 1% de penicilina-estreptomicina (sem VES).
Apdbs esse tempo, 0 meio foi suplementado com 10% de SFB e as células incubadas
overnight nas mesmas condi¢des. Passado o periodo de incubacdo, o sobrenadante foi
recolhido e a producdo da citocinas IL-6 mensurada, de acordo com protocolo descrito nos
kits de ELISA BD OptEIA™ (BD Biosciences — 550950).

4.6.5. Avaliacdo da expressdo das moléculas coestimulatérias CD86 € MHC 11 por

células dendriticas

Células dendriticas obtidas da medula 6ssea dos camundongos foram plagqueadas
em placas de 24 pogos, na concentracéo de 1 x 10° células/pogo. As células foram mantidas
overnight em meio RPMI suplementado com 10% de SFB e 1% de penicilina-
estreptomicina, a 37 °C, e 5% CO>. As células foram incubadas com as VEs das diferentes
cepas transformadas de S. cerevisiae, nas concentracdes 0,1, 0,5 e 1 UM de esterol, em
meio RPMI suplementado com 1% de penicilina-estreptomicina por 1 hora a 37 °C e 5%
CO.2. Como controle positivo foi utilizado LPS (100 ng/mL) e como controle negativo as
celulas em meio RPMI suplementado com 1% de penicilina-estreptomicina (sem VES).
Apdbs esse tempo, o meio foi suplementado com 10% de SFB e as células incubadas

overnight horas nas mesmas condicdes.

Para avaliacdo da expressdo das moléculas coestimulatérias CD86 e MHC 1, as
células foram recolhidas, centrifugadas a 400 x g por 2 minutos e lavadas com PBS. As
CDs foram entéo transferidas para placa de 96 pogos com fundo em U e bloqueadas PBS
contendo 2% de SFB e 2% de soro normal de camundongo por 30 min, a 4 °C. Apds o
periodo de incubacdo, as células foram novamente lavadas com solu¢do PBS e incubadas
com os anticorpos a-CD11c-APC (0,2 mg/mL) (eBioscience 17-0114-82), a-MHC I1-PE
(0,1 mg/mL) (eBioscience - 25-5321-82) a-CD86-FITC (0,5 mg/mL) (eBioscience - 11-
0862-82) por 30 min, a 4 °C. Terminado o tempo de incubacao, as células foram lavadas
com solucédo de PBS para remocdo de anticorpos nédo ligados e ressuspendidas em PBS
para andlise em BD FACSCalibur™. Um total de 10 mil eventos foram adquiridos e

analisados no Software FlowJo.
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5. RESULTADOS

5.1. Confirmacdo da expressao de Ovalbumina

A expressdo da proteina OVA foi confirmada por meio de Western Blot e
imunofluorescéncia nas leveduras transformadas de S. cerevisiae. Como esperado, foi
possivel observar, que as constru¢bes apresentam um tamanho proteico distinto, sendo a
SOVA no tamanho da proteina nativa (~43 kDa), a COVA apresenta um tamanho menor
(~29 kDa), devido a retirada do epitopo de secrecdo. A expressdo da proteina por leveduras
transformadas com a construgdo mOVA, no entanto, ndo foi confirmada (Figura 8).
Também foi possivel observar a presenca de uma segunda banda, de tamanho ligeiramente
maior, nos transformantes SOVA (~47 kDa) e cOVA (~33 kDa).

Figura 8. Expressdo de OVA pelas cepas transformadas de S. cerevisiae. Western Blot, de extrato proteico
total da cepa de vetor vazio, VOVA e das transformadas sOVA, cOVA e mOVA de S. cerevisiae
confirmando a expressdo da proteina OV A pelos transformantes SOVA e cOVA.

Na imunofluorescéncia podemos observar a partir da marcacdo com calcofluor,

que uma grande porcdo da parede celular fungica foi, de fato, removida. Quanto a
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marcacdo de OVA, é possivel notar uma maior concentracdo no citoplasma das leveduras
transformadas com a proteina heter6loga cOVA, confirmando a sua localiza¢do
intracelular e uma menor marcacdo nas leveduras transformadas com sOVA, indicando que

a proteina que esta sendo expressa esta sendo secretada da celula (Figura 9).

Calcofluor a-OVA Merge

DIC

Figura 9. Visualizagdo de OVA nas cepas transformadas de S. cerevisiae. Microscopia Optica de
fluorescéncia das cepas VOVA e transformantes SOVA e cOVA de S. cerevisiae confirmando a presenca de
OVA em ambos os transformantes.

OVA citoplasmatica

OVA soluvel

Controle negativo

5.2. Avaliagdo do diametro das VEs das cepas transformadas de S. cerevisiae

Com o objetivo de avaliar se a insercdo de uma proteina heterdloga influenciaria
no padrdo de tamanho das VEs, uma aliquota de cada uma das cepas transformadas
(VOVA, sOVA, cOVA e mOVA) foi submetida a analise em DLS. Foi possivel observar
que as diferentes cepas apresentaram uma populacdo de tamanho similar, entre 75 e 200
nm, e uma segunda populacdo de didmetros bem distinto, medindo em torno de 250 a 650
nm (Figura 10).
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Figura 10. Diametro das VEs transformadas de S. cerevisiae. Analise do espalhamento de luz dinamico
(DLS) das VEs produzidas pelas diferentes cepas transformadas de S. cerevisiae: VOVA, cOVA, sOVA.e

mOVA.

5.3. Expressdo da Ovalbumina em VESs

A expressdo de OVA em VEs foi avaliada também por Western Blot,
confirmando a presenca da proteina apenas na cepa de S. cerevisiae com a construgdo
SOVA (Figura 11). Na porgdo vesicular, foi possivel observar uma banda de maior peso
molecular (~47 kDa), também presente no extrato proteico total das leveduras, em maior
quantidade. Esse resultado sugere a ocorréncia de alguma modificacéo pos-translacional na

proteina direcionada para VES.

A auséncia de OVA nas VEs da cepa com a constru¢do cOVA sugere que, mesmo
que exista uma grande quantidade de proteina no citoplasma das células, é necessario um
sinal para que a proteina se dirija ao compartimento vesicular. Uma vez que a cepa cCOVA

ndo apresenta a proteina no seu conteudo vesicular, seguimos 0s experimentos apenas com

as vesiculas obtidas da cepa SOVA.
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Figura 11. Direcionamento de OVA para VEs das cepas transformadas de S. cerevisiae. Western Blot das
vesiculas extracelulares de S.cerevisiae confirmando a presenca de Ovalbumina no mutante SOVA. Padréo
BI1O-RAD Kaleidoscope Protein Standards 161-0324.

5.4. Avaliagéo da internalizacdo das VEs das cepas de S. cerevisiae transformadas por
macrofagos derivados de medula dssea

A partir da co-localizagéo entre as marcacgdes de CTxb-FITC e DilC1s, marcando,
respectivamente, 0 GM1 presente na membrana de macré6fagos e os lipidios da membrana
das vesiculas, sugere-se a internalizacdo das VEs, tanto de VOVA quanto de sOVA,

somente com 1 hora de interacdo entre as VEsS e macréfagos (Figura 12).
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Figura 12. Internalizacdo de VEs de vVOVA e sOVA por macrofagos derivados de medula 6ssea. As células tiveram
seu nlcleo marcado com DAPI (azul) e o glicoesfingolipideo de membrana GM1 com CTxb-FITC (verde). As
vesiculas de vVOVA e sOVA foram marcadas com DilC1s (vermelho). As fotos representam incubagdes nos tempos de
(A) 15 min e (B) 1 hora. Como controle negativo foi marcada solucdo de PBS com DilCis.
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5.5.  Producdo de NO por macrofagos murinos

A fim de avaliar se as VEs de VOVA e sOVA induzem a modulacdo de
macrdofagos murinos derivados de medula 6ssea, as células foram estimulados com as VEs
em trés concentracdes diferentes de esterol (0,1, 0,5 e 1 uM), por 24h. Apds o tempo de
incubacdo, o sobrenadante foi recolhido para dosagem de producdo de NO, utilizando a
metodologia de Griess e 100 ng/mL de LPS como controle positivo.

Pode-se observar que apenas as VEs de SOVA na concentragdo 1 pM induziram
uma producdo significante de NO, quando comparadas ao controle de células ndo
estimuladas, as diferentes concentracfes de SOVA (0,1 e 0,5 uM) e as VEs de VOVA na

mesma concentracdo (Figura 13).
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Figura 13. Produgdo de Oxido nitrico (NO) por macréfagos murinos. Macrofagos derivados de medula 6ssea
murina foram estimulados, por 24h, com VEs de VOVA e sOVA, em trés concentracfes distintas de esterol:
0,1, 0,5 e 1 pM. Como controle positivo, as células foram estimuladas com 100 ng/mL de LPS e, como
controle negativo, células ndo estimuladas. VEs de SOVA 1 uM induziram producéo significativa de NO em
relacdo ao controle (macréfagos ndo estimulados), a VOVA na mesma concentragdo e a SOVA com 0,1 e 0,5
UM de esterol. A analise estatistica empregada foi teste ANOVA seguido de pos-teste Tukey.
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5.6. Avaliacdo do metabolismo celular de macréfagos

Para avaliar se as VEs de SOVA e VOVA, em diferentes concentracdes de esterol
(0,1, 0,5 e 1 uM), afetam a viabilidade celular, a atividade metabolica das células foi
avaliada pelo teste do MTT (Figura 14). Foram utilizados como controles negativo
macrofagos ndo estimulados e como controle positivo macrofagos tratados com Triton X-
100. Quando comparadas com o controle de células ndo estimuladas, as VEs de VOVA e

sOVA ndo se mostraram citotoxicas para 0s macrofagos em nenhuma das concentracées.
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Figura 14. VEs de S. cerevisiae ndo alteram a viabilidade de macréfagos murinos. Macréfagos derivados de
medula éssea murina foram estimulados, por 24h, com VEs de VOVA e sOVA, em trés concentracGes
distintas de esterol: 0,1, 0,5 e 1 uM e ndo demonstraram perfil citotoxico. A analise estatistica empregada foi
teste ANOVA seguido de pos-teste Tukey.

5.7. Producéo de citocinas por macrofagos e celulas dendriticas

Macrofagos e células dendriticas derivados de medula 6ssea murina foram
incubadas com VEs de VOVA e sOVA nas concentragdes de 0,1, 0,5 e 1 uM de esterol,

apos as interacdes o sobrenadante foi recolhido para dosagem de citocinas por ELISA.

Macro6fagos secretaram a citocina IL-6 quando incubados com 1 uM de VEs de
SOVA (Figura 15A). J& as células dendriticas secretaram IL-6 na presenca de VEs de

VOVA e de sOVA (Figura 15B) em todas as concentracOes de esterol, exceto quando



38

estimuladas com 0,1 uM de vVOVA. Foi possivel observar, também, uma maior secrecdo de
IL-6 por células dendriticas estimuladas com VEs de sOVA, quando comparadas as

mesmas concentracdes de VOVA.
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Figura 15. Producdo de IL-6 por macrofagos e células dendriticas. Macrofagos e células dendriticas
derivados de medula éssea murina forma incubados com 0,1, 0,5 ou 1 UM de esterol das VEs de VOVA e
SOVA. LPS (100 ng/mL) e células sem nenhum estimulo foram utilizados como controle positivo e negativo,
respectivamente. (A) Macro6fagos secretaram concentracdes significativas de 1L-6 quando estimulados com 1
MM de VEs de sOVA. (B) Células dendriticas secretaram IL-6 quando estimuladas com VEs de VOVA e
SOVA em todas as concentragdes, exceto VOVA 0,1 uM. A andlise estatistica empregada foi teste ANOVA
seguido de pés-teste Tukey.

5.8. Expressdo das moléculas coestimulatérias CD86 e MHC |1 por células dendriticas

Para avaliar se as VEs de VOVA e do transformante SOVA sao capazes de modular
a expressdo de receptores associados ao desenvolvimento de uma resposta adaptativa por
células dendriticas, as células foram incubadas com as VEs nas mesmas concentragdes
utilizadas anteriormente para a dosagem de IL-6 (0,1, 0,5 e 1 uM). Os controles utilizando
células ndo estimuladas ou estimuladas com LPS foram mantidos. Ao final do tempo de
incubagdo, as células dendriticas foram marcadas com os anticorpos a-CD86-FITC, a-
MHCII-PE e a-CD11c-APC. A analise das amostras foi realizada em BD FACSCalibur™,
considerando 10 mil eventos, que foram analisados no software FlowJo.
Dentro das células CD11c*, a porcentagem de células expressando as

moléculas coestimulatérias CD86 e MHC Il pode ser vista na Figura 16.
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Figura 16. Inducio da expressdo das moléculas coestimulatdrias CD86 e MHC Il por células dendriticas
estimuladas com VEs de S. cerevisiae. VEs de VOV A e do transformante SOVA, em diferentes concentragdes
de esterol (0,1, 0,5 e 1 uM), foram incubadas overnight com células dendriticas derivadas de medula 6ssea
murina e estimularam um aumento na expressdo de CD86 e MHC I por estas células.

Foi possivel observar um aumento na expressao das moléculas CD86 e MHC Il
pelas VEs de VOVA e sSOVA, em todas as concentracOes de esterol analisadas (0,1, 0,5e 1
KM), evidenciando um papel imunomodulatério das VES de S. cerevisiae.

6. DISCUSSAO

Devido ao elevado nimero de individuos acometidos por infec¢bes flngicas
sistémicas e as limitacOes terapéuticas, o desenvolvimento de novas alternativas de
tratamento e prevencado de infecgdes fungicas se faz cada vez mais necessario. Em relacéo
as metodologias de prevencdo, ainda ndo ha vacinas licenciadas e € importante o
desenvolvimento de formulacGes eficazes e seguras também para administracdo em
individuos imunossuprimidos, populacdo mais atingida por infecgdes sistémicas graves
(Infectios, 2018). Na busca de uma plataforma livre de células, estudos recentes apostam
na utilizacdo de VESs como uma alternativa vacinal (Mayordomo et al., 1995; Chaput et al.,
2004; Giuliani et al., 2006; Leibundgut-Landmann et al., 2008; Gehrmann et al., 2011;
Huang et al., 2016; Bitto e Kaparakis-Liaskos, 2017; Gerritzen et al., 2017), uma vez que
estes compartimentos carreiam moléculas imunogénicas (Joffe et al., 2016) e podem ser
modificadas geneticamente para que carreguem antigenos-chave na montagem de uma
resposta imune protetora (Kim et al., 2008; Muralinath et al., 2011; Huang et al., 2016;
Rappazzo et al., 2016).
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Nossos resultados mostram ser possivel, inserir um antigeno heterélogo em VEs
fangicas com a insercdo confirmada da proteina OVA em sua construcdo nativa (SOVA),
assim como ja demonstrado para VES bacterianas para outros antigenos (Kim et al., 2008;
Muralinath et al., 2011; Huang et al., 2016). Entretanto, sugere-se a necessidade de um
sinal, ainda desconhecido, para que uma proteina expressa pelo fungo seja direcionada para
as VEs, como foi possivel observar no mutante COVA, capaz de expressar a proteina, mas
ndo de endereca-la para VEs, provavelmente devido a perda do epitopo de secrecdo. O
mutante mMOVA, no entanto, ndo foi capaz de expressar a proteina OVA sem uma
explicacdo aparente, uma vez que todos os vetores contendo inserto foram confirmados
através de sequenciamento apds as transformacdes, sendo necessaria uma maior
investigacdo do porqué S. cerevisiae ndo conseguiu expressar a constru¢do mOVA. Como
primeira alternativa, poderemos avaliar se a construcdo esti sendo transcrita, através de
RT-PCR. Uma vez que a transcricdo esteja acontecendo de forma correta, provavelmente a
proteina esta sendo degradada apés a traducdo, o que pode ser avaliado de diferentes

maneiras, como por inibicdo do proteassoma.

Ao confirmar a expressao de OVA pelas leveduras e vesiculas de S. cerevisiae por
Western Blot, notou-se a presenca de duas bandas nas amostras de cOVA (~29 e ~33 kDa)
e SOVA (~43 e 47 ~kDa). Em relacdo a sSOVA, a banda de maior peso molecular se
mostrou em maior quantidade na porcdo vesicular. Estes resultados sugerem algum
processamento pds-translacional da proteina OVA, como por exemplo glicosilagbes, que
poderiam estar relacionados com o enderecamento da proteina para VES. As leveduras que
foram transformadas com cOVA, apesar de também apresentarem bandas reativas com o
anticorpo o-OVA, ndo se mostraram capazes de direcionar a proteina para as VEs,
sugerindo a necessidade de alguma modificacdo estrutural que seja capaz de direcionar
essa proteina para as VEs. As diferengas observadas no tamanho das proteinas reativas ao
anticorpo a-OVA podem estar relacionadas com a incorporagdo de diferentes cadeias de
glicanas. Futuramente serdo realizados tratamentos enziméaticos com endoglicosidases,
capazes de remover essas cadeias, e a comparacdo do tamanho dessas proteinas. Caso as
proteinas apresentem o mesmo tamanho, poderemos confirmar a presenca de glicoformas
associadas com o direcionamento de proteinas para VESs. Alternativamente, podemos

realizar a analise da proteina por espectrometria de massas.

As VEs dos diferentes mutantes tiveram seu diametro médio analisado e foram
observados tamanhos variados, entre 75 e 650 nm, distribuidos em duas populagdes

principais. Alem disso, a presenca de OVA ndo parece alterar significativamente o
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diametro médio das VEs. Essa diversidade morfolédgica corrobora com dados encontrados
em estudos anteriores (Rodrigues et al., 2007; Albuquerque et al., 2008; Rodrigues et al.,
2008a; Oliveira et al., 2010b; Vallejo et al., 2011) e sugerem mecanismos distintos na

biogénese de vesiculas (Rodrigues et al., 2007; Oliveira et al., 2010b).

Em seguida, foi avaliada a internalizagdo das VEs de vVOVA e sOVA por
macrofagos derivados de medula 6ssea murina. Os resultados sugerem uma completa
internalizacdo em até 1 hora de interacdo entre as VEs e os fagdcitos. Embora esses
resultados confirmem que as VEs de S. cerevisiae sejam também internalizadas por
fagocitos, a cinética foi diferente quando comparada com as VEs produzidas por C.
albicans, onde apenas 15 minutos foram suficientes para a internalizacdo completa das
VEs (Vargas et al., 2015). O mecanismo de internalizacdo parece envolver dominios
lipidicos, uma vez que é possivel observar uma co-localizacdo das VEs e da marcacdo de
GM1 da célula hospedeira, um glicoesfingolipideo predominantemente encontrado em
dominios lipidicos (Chinnapen et al., 2007). Esses resultados estdo de acordo com o que
demonstramos anteriormente para VEs produzidas por C. neoformans e C. albicans. A
auséncia de fluorescéncia na membrana plasmética dos macr6fagos sugere um mecanismo
de internalizacdo dependente de receptores (Oliveira et al., 2010a; Vargas et al., 2015).
Resultados similares ja foram observados para VEs produzidas por fungos e por VMEs de
Pseudomonas aeruginosa (Bomberger et al., 2009) e Helicobacter pilory (Kaparakis et al.,
2010). Em conjunto, esses dados sugerem que assim como observado para outras VES, 0s
compartimentos produzidos por S. cerevisiae sdo internalizados por fagdcitos, o que

poderia levar a ativacdo dessas células.

Nossos dados mostram que as VESs de SOVA sdo capazes de induzir a producao de
NO por macrofagos, sugerindo a inducdo de um processo inflamatdrio por esses
compartimentos. De forma contrastante, VEs de VOVA ndo estimularam a producéo de NO
por macrofagos. Uma andlise mais refinada deve ser realizada para que esse resultado seja
investigado, uma vez que as VES carreiam uma gama de estruturas que poderiam ativar

esses fagocitos (Oliveira et al., 2010a; Vargas et al., 2015).

Células dentriticas estimuladas com VESs de S. cerevisiae aumentaram a expressao
das molélulas coestimulatorias CD86 e MHC Il, moléculas relacionadas com o mecanismo
de apresentacdo de antigenos para linfécitos T CD4" virgens e montagem da resposta
imune adaptativa. Ao contrério do observado na ativagdo dos macrdfagos, foi possivel
observar 0 aumento da expressdo das moléculas quando as células foram estimuladas com

VEs de VOVA e sOVA. Esses dados enfatizam as propriedades imunomodulatérias de VES
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fangicas, ja observadas em trabalhos anteriores do grupo (Oliveira et al., 2010a; Vargas et
al., 2015).

Quanto a producdo de citocinas pelas células hospedeiras, macrofagos secretaram
IL-6 quando estimulados por SOVA. Ja as células dendriticas, secretaram a mesma citocina
tanto na presenca de VOV, guanto de sOVA. A secrecdo da citocina pro-inflamatéria IL-
6 esta intimamente relacionada a inducdo da diferenciacdo de linfocitos Thl7 e Tcl7
(Song, Gao e Qian, 2014). Th17 desempenha papel importante na resposta contra infecgoes
fangicas, como por exemplo o recrutamento de neutrdfilos para o sitio de infeccéo e
induzindo a expressao de defensinas por células epiteliais (Hernandez-Santos e Gaffen,
2012). O papel de Tcl7 vem sendo estudado e dados da literatura apontam um papel na
manutenc¢do da protecdo do hospedeiro, ou seja, uma resposta de memaria (Kumaresan, da
Silva e Kontoyiannis, 2017).

Os resultados obtidos confirmam que é possivel a insercdo de uma proteina
heter6loga em VEs fangicas e as mesmas possuem papel imunomodulador, induzindo um
aumento na expressdao de CD86 e MHC Il por células dendriticas, producdo de NO por
macrofagos, IL-6 por ambas as células. Contudo, ainda sdo necessarios estudos para

entender qual o mecanismo envolvido no direcionamento de proteinas para VEs fungicas.

Além disso, € importante avaliar a producdo de outras citocinas, como as pro-
inflamatoria 1L-12 ¢ IL1B, e anti-inflamatoria 1L-4. Desta forma, serd possivel sugerir
quais subtipos de linfocitos T e quais outros mecanismos de defesa estariam sendo
induzidos por VEs de S. cerevisiae, baseando-se em dados da resposta imune antifingica
descritos até o momento. Apesar da necessidade de novos estudos, os resultados obtidos
neste trabalho corroboram com a hipétese da utilizacdo de VEs fungicas transformadas
como plataforma de vacinacdo, uma vez que as VEs transformadas foram capazes de

estimular o sistema imune sem afetar significativamente a viabilidade celular.
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7. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, podemos concluir que:

o E possivel direcionar antigenos heterélogos para VEs produzidas por S. cerevisiae;

o Leveduras de S. cerevisiae produzem VEs capazes de estimular a resposta de
fagocitos, induzindo uma resposta imune inata e estimulando a montagem de uma

resposta adaptativa;

o  As caracteristicas imunogénicas de VEs produzidas por S. cerevisiae parecem ser

potencializadas através da insercdo de antigenos heterdlogos.
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