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RESUMO

Cryptococcus gattii € um patdégeno emergente que infecta principalmente
individuos imunocompetentes, causando criptococose. Dentre os tratamentos
estdo anfotericina B e fluconazol, porém sao insuficientes na erradicacdo da
doenca. A estimulacdo da resposta imune por vacinas de DNA em diversos
modelos fungicos vem sendo relatados. Dentre as proteinas fungicas
candidatas no desenvolvimento de vacinas estdo as proteinas 14-3-3, as quais
foram identificadas como proteinas imudominantes em estudos de protedmica
de Cryptococcus neoformans e C. gatti e em soro de pacientes com
criptococose. O objetivo deste estudo foi realizar a construcdo do vetor
recombinante contendo a regido codificante do gene 14-3-3, seguido da analise
preliminar da resposta imune em camundongos imunizados. A regido
codificante do 14-3-3 foi clonada em vetor de expressdo eucaribtico
pcDNA3.1(+) e a funcionalidade do vetor recombinante foi confirmada a nivel
transcricional por RT-PCR a partir de células A549 transfectadas com a vacina
de DNA e a nivel traducional por imunobloting. A proteina 14-3-3 foi ainda
localizada na parede celular da levedura, revelado por metodologias de
microscopia por imunofluorescéncia. A porcao codificante do gene 14-3-3 de C.
gattii foi clonada em vetor de expressédo pET23-d e a proteina recombinante foi
expressa em células de E. coli BL21 e purificada por cromatografia de afinidade
a niquel. A resposta imune humoral foi determinada por dosagem de
imunoglobulinas, porém ndo ocorreu diferenca estatistica na inducdo de
imunoglobulinas totais em camundongos inoculados com a vacina. Assim esse
trabalho contribuiu para o estudo imunogenicidade da proteina 14-3-3 em C.
gattii permitindo possiveis estudos em outros modelos animais usando a

mesma estratégia profilatica.
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ABSTRACT

Cryptococcus gatti is an emerging pathogen that mainly infects
immunocompetent individuals, causing cryptococcosis. Among the treatments
are amphotericin B and fluconazole, but they have proven insufficient in
eradicating this disease. The immune responses stimulation by DNA vaccines
in several fungal models has been reported. Among fungal candidate proteins in
vaccine development are the 14-3-3 proteins, which were identified as
immunodominant sera proteins in Cryptococcus neoformans and Cryptococcus
gattii proteomics and in serum of patients with cryptococcosis. The study aimed
to construct a recombinant vector containing the 14-3-3 coding region, followed
by the immune response preliminary analysis of immunized mice. The 14-3-3
gene was cloned into a eukaryotic expression vector pcDNA3.1(+) vector and
RT-PCR confirmed the recombinant transcriptional level functionality from A549
transfected with DNA vaccine cells and translational level by immunoblotting.
The 14-3-3 protein was localized associated with the yeast cell wall, as revealed
by immunofluorescence microscopy. The coding portion of the 14-3-3 C. gattii
gene was cloned into pET23-d expression vector and the recombinant protein
was expressed in E. coli BL21 and purified by nickel affinity chromatography.
The humoral immune response was determined by serum total immunoglobulin
measurements, but no statistical differences were observed in total
immunoglobulins from vaccine-inoculated mice. Thus, this research contributed
to 14-3-3 C. gattii protein immunogenicity study, allowing possible researches in

other animal models applying the same prophylactic strategy.
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1. INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais da Criptococose

Os dilemas no tratamento de doencas fungicas relacionados a eficacia
de farmacos, a toxicidade e altos niveis de mortes tem se tornado um desafio
de saude publica nas ultimas décadas. A criptococose € uma doencga fungica
invasiva causada majoritariamente pelos agentes etioldégicos Cryptococcus
gattii e Cryptococcus neoformans, podendo infectar individuos com sistema
imune suprimido e até mesmo individuos imunocompetentes (Byrnes et al.,

2011).

O estabelecimento da criptococose por espécies do complexo C.
neoformans se da por inalacdo de propagulos infectivos dispersos no ambiente
que alcancam os alvéolos pulmonares. Apés a entrada do fungo no hospedeiro
a evolucéo da doenca pode apresentar perfil latente ou agudo dependendo de
fatores como perfil imune do hospedeiro e viruléncia da linhagem (Figura 1)

(Chayakulkeeree e Perfect, 2006; Lin e Heitman, 2006).

Existem diferencas significativas entre o perfil de infeccdo causado por
C. gattii e C. neoformans. Ao passo que C. neoformans causa rapida
disseminacdo cerebral com graves complicagbes no quadro de
meningoencefalite em modelo de infeccdo animal por inalacdo, C. gattii causa
alta incidéncia de criptococomas no pulmdo e minimizada resposta a terapia

antifangica, provavelmente devido a algum fator desconhecido presente
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durante o quadro infeccioso aliado a protecdo imunitaria do paciente que leva a
reducdo da disseminagdo para o cérebro e estimula a infeccdo pulmonar
(Ngamskulrungroj et al., 2012). Além disso, evidéncias tém chamado a atencéo
dos pesquisadores para as linhagens emergentes de C. gattii desde o surto de
criptococose ocorrido em 1999 na Columbia Britanica no Canadé aliado ao
crescimento vertiginoso das infecgbes no noroeste dos Estados Unidos, que se
iniciou em 2004 até dias atuais. Esse crescimento acelerado demonstra o alto
grau de adaptabilidade dessa espécie principalmente por infectar individuos

imunocompetentes (Byrnes et al., 2009, Byrnes et al., 2010).

Os medicamentos utilizados para criptococose disponiveis atualmente
sdo os antifungicos Anfotericina B e fluconazol, porém estes possuem efeitos
toéxicos para o organismo e podem causar resisténcia fungica (Gullo et al.,
2013; Perfect et al., 2010). Com excecao de voriconazol, a falta de novos
medicamentos aprovados nos ultimos 10 anos no tratamento de criptococose e
0s problemas encontrados na utilizacdo das drogas ndo especificas que a
medicina dispde, determina o gerenciamento insuficiente da doenca através de
método de diagndstico, controle da toxicidade e regulacdo da imunidade do

hospedeiro (Perfect et al., 2010).

Diversas técnicas e metodologias imunoterapéuticas como imunizacao
ativa, imunizacdo passiva e administracdo de citocinas protetoras tem
proporcionado avan¢cos no tratamento da criptococose (Antachopoulos e
Walsh, 2012). Interessantemente, no cenario imunoterapéutico do estudo da
criptococose proteinas imunodominantes vém sendo identificadas como
candidatas no desenvolvimento de novas vacinas capazes de estimular a
resposta imune do hospedeiro conferindo protegcdo contra a doenca
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(Chaturvedi et al., 2013). Proteinas localizadas na parede celular do fungo
como as manoproteinas, podem induzir resposta imune celular tipo Thl em
animais imunizados apoés a infeccéo por Cryptococcus neoformans, retratando
a capacidade imunoestimulatéria desta proteina (Mansour et al., 2002).
Igualmente outras proteinas como glicosilceramidas de C. neoformans sao
alvos terapéuticos, pois a administracdo de anticorpos contra esta proteina
gerou protecdo em modelo animal contra criptococose (Rodrigues et al., 2007).
Proteinas da familia Heat shock proteins (Hsp), enolase e proteinas 14-3-3 tém
sido identificadas como antigenos de C. gattii e C. neoformans (Martins et al.,

2013).

Diante disto, o desenvolvimento e estudo de novos alvos terapéuticos e
terapias alternativas no contexto imunoldgico sdo extremamente necessarias

para o tratamento e prevencao da criptococose.
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Figura 01 - Ciclo da Criptococose. Propagulos infectivos do fungo podem
estar presentes no ambiente em arvores, solo e excretas de aves, e infectar animais.
As leveduras podem ainda interagir com outros organismos do ambiente. Na infeccdo
humana as leveduras sdo inaladas e alojam-se inicialmente nos alvéolos pulmonares.
Por disseminagdo pela via hematogénica, ocorre o0 desenvolvimento da

meningoencefalite ou meningite. Figura adaptada de Lin e Heitman, 2006.

1.2 Cryptococcus gattii

7

Cryptococcus gatti € uma levedura classificada dentro do filo
Basidiomicota e membro do complexo de espécies C. neoformans, que inclui
C. neorformans var. neoformans, C. neoformans var. grubii e C. gattii. Essas
leveduras s@o agentes etiolégicos da criptococose e estdo associadas a mais
de 30 milhdes de mortes anuais em individuos portadores do Virus de
Imunodeficiéncia Humana (HIV) de acordo com a Organizacdo Mundial de
Saude e Programa HIV/AIDS das Nacdes Unidas (Lin e Heitman, 2006). C.

gattii € considerado um patbégeno primario, que acomete preferencialmente
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pacientes imunocompetentes causando a criptococose, durante o curso da
doenca apresenta caracteristicas peculiares como o0 aparecimento de
criptococomas no cérebro e pulmdo que levam a complicacbes graves que
requerem com maior frequéncia de intervencao cirurgica (Byrnes et al., 2011).
Acreditava-se que o0 nicho natural de C. gattii era apenas arvores do género
Eucalyptus (Sorrell et al., 1996), porém ja é conhecido que essas leveduras
habitam arvores de variadas espécies em regifes de clima tropical, subtropical
e atualmente tem se disseminado em regides de clima temperado (Kidd et al.,
2004; Mak et al., 2010). Existem relatos, em menor escala, do isolamento de C.
gattii e C. neoformans em excretas de aves e de animais domésticos (Abegg et

al., 2006; Lugarini et al., 2008; Springer and Chaturvedi, 2010).

C. gattii é dividido em dois sorotipos, B e C, tomando como base
caracteristicas antigénicas em sua céapsula polissacaridica (Sorrell, 2001).
Estudos epidemiolégicos moleculares, baseados em andlises por PCR
fingerprinting e por Polimorfismo de Tamanho de Fragmento Amplificado
(AFLP) classificaram esta espécie em quatro tipos moleculares diferentes,
VGI=AFLP4, VGII=AFLP6, VGIII=AFLP5, VGIV=AFLP7 (Kidd et al., 2004). A
viruléncia e distribuicdo geografica destes tipos moleculares variam
significantemente. O tipo molecular VGI tem sido isolado em diferentes regides
do globo, porém é considerado endémico na Australia (Cogliati, 2013) ao passo
que o tipo molecular VGII, foi responsavel por aproximadamente 95% das
infeccbes causadas por C. gattii no surto de criptococcose ocorrido nas llhas de
Vancouver no Canada e recentemente no norte dos Estados Unidos, os dois
genaotipos responsaveis pela maioria dos isolados foram VGlla e VGIIb (Byrnes

et al., 2009; MacDougall et al. , 2007). Ja os tipos moleculares VGIIl e VGIV
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sdo encontrados em menor frequéncia, sendo VGIIl isolado na india e em
regides Iberoamericanas e VGIV isolado nos Estados Unidos e no continente
africano (Cogliati, 2013). Um estudo pontual analisou a distribuicdo
epidemioldgica de C. neoformans e C. gattii em paises da América Latina como
Argentina, Colémbia, Brasil e México sugerindo a disseminacdo de certas
variedades de C. gattii a partir de regides da América do Norte para paises
latinos, através do aumento registrado dos tipos moleculares VGIII e VGII de C.
gattii em cerca de 10% do total de amostras analisadas nestes paises. Porém o
estudo ressaltou que a maioria dos isolados, proximo de 41%, pertence ao tipo

molecular VNI de C. neoformans variedade grubii (Meyer et al., 2003).

Um estudo recente demonstrou o perfil da infeccéo por C. gattii no Brasil
relatando essa espécie como endémica em regides localizadas ao norte do
pais como Piaui e Teresina. Na analise, o genétipo VGII de C. gattii foi
apontado como o segundo isolado clinico mais frequente dentre as amostras
coletadas de criancas, jovens e adultos (Martins et al., 2011). Nas regides sul,
sudeste e centro-oeste do pais o predominio € de espécies de C. neoformans
sorotipo A (Nishikawa et al., 2003). Ainda ao sul do pais, na cidade de Porto
Alegre, foram identificados e caracterizados isolados de C. neoformans e C.
gattii. demonstrando predominio das amostra coletadas pertencentes ao
sorotipo A. A maioria das amostras ambientais e clinicas foram identificadas
como o tipo molecular VNI de C. neoformans. Em destague as amostras
relacionadas a variedade gattii, foram identificadas para o tipo molecular VGIII
como majoritario, ao passo que o tipo molecular VGIV nao foi encontrado neste

estudo (Casali et al., 2003; Horta et al., 2002)
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1.3 A defesa de hospedeiro contra Criptococcose

A presencga de particulas infecciosas de leveduras dentro do hospedeiro
nao necessariamente leva ao desenvolvimento da criptococose, uma vez que
espécies de Cryptococcus podem colonizar o trato respiratério sem causar
doenca (Lin e Heitman, 2006). Porém para o estabelecimento da infeccdo, as
leveduras precisam ultrapassar as barreiras de defesa do hospedeiro, incluindo
membranas celulares, receptores e fatores humorais diversos (Romani, 2004).
A resposta imune inata constitui-se do sistema complemento e células
fagociticas efetoras como neutréfilos, macrofagos e células dendriticas
(Antachopoulos e Walsh, 2012). O sistema complemento associado a ativacédo
de macrofagos pela via classica, facilita a fagocitose do patégeno (Voelz e
May, 2010). A imunidade inata, além de ser a primeira linha de defesa, gera
sinais fundamentais para a ativacdo da resposta imune adaptativa. Os
receptores de reconhecimento padrdo sdo importantes nesse cenario, um
estudo destacou a importancia do receptor TL9 na resposta imune protetora
contra criptococcose pulmonar, mediando inducdo de quimiocinas e citocinas
durante a infeccéo (Qiu et al., 2012). A resposta imune adaptativa para conter a
criptococose envolve a imunidade mediada por célula e a imunidade humoral.
A resposta imune mediada por célula, através da polarizacdo Thl, envolve a
secrecdo de citocinas como Fator de Necrose Tumoral (TNF)-a, Interferon
(IFN)-y e interleucinas (IL)-12 e (IL)-13 e a polarizacdo por células Thl7,
Interleucina (IL)-23 e (IL)-17 s&o componentes necessarios para eliminagédo da
doenca. O influxo de citocinas pro- inflamatorias sédo estimuladas pela atuagéo
de células T, CD4" e CD8" estabelecendo um ciclo de retroalimentacdo

positiva que leva a eliminacdo do patégeno do ambiente pulmonar e
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prevenindo a disseminacdo (Antachopoulos e Walsh, 2012; Hardison et al.,
2012). A resposta imune Th2 marcada pela secrecéo de Interleucinas tipo IL-13
e IL-14, é considerada ndo protetora em modelo animal, porém € necesséria
para um efeito sinérgico com a resposta Thl na eliminagdo da doenca (Murphy
et al., 1998). Os macrdéfagos alveolares séo a primeira linha de defesa para C.
neoformans. Essas células fagociticas estimulam a sintese de molécula
efetoras da resposta inflamatéria caracterizada pelo aumento na
disponibilidade de neutrofilos e mondcitos nos sitios de infec¢ao. A secrecdo de
quimiocinas por polarizagao da resposta Th1/Th17 s&o essenciais para manter
e reforcar a resposta imune de forma efetiva contra criptococose

(Antachopoulos e Walsh, 2012).

Um estudo interessante retrata os resultados divergentes que podem
ocorrer a partir da interacdo entre células de C. neoformans e macréfagos
alveolares. As células do fungicas quando internalizadas podem ser
eficientemente eliminadas pelo sistema imune do hospedeiro (fagossomo),
entrar em laténcia seguida por posterior reativacdo ou podem sobreviver,
desenvolvendo a criptococose pulmonar ou meningoencefalite. Esses
resultados séo possiveis dependendo da capacidade de infeccdo do fungo e do
perfil imune do hospedeiro que determina qual via de ativacdo do macréfago
alveolar serd estimulada (McQuiston e Williamson, 2012). Porém, a relacéo
intima entre células fangicas e macréfagos pode representar um mecanismo
muito oneroso para o patdgeno e ha relatos de que células de C. gatti e C.
neoformans podem modular seu tamanho apresentando morfologia aumentada
na forma de células gigantes impedindo a fagocitose para proteger-se do

sistema imune do hospedeiro (Okagaki e Nielsen, 2012). A complexa relag&o
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[N

patdogeno-hospedeiro travada entre o fungo e o0 macréfago alveolar

[N

exemplificada ainda por estudos que relatam que a levedura internalizada
capaz de deixar o macrofago por meio de um mecanismo que ndo causa morte
de nenhuma das células envolvidas, denominado exocitose n&o-litica ou

extrusdo (Nicola et al., 2011).

O controle eficiente de C. neoformans requer um balanco delicado entre
a resposta tipo Thl e Th2, num processo orquestrado que desencadeia
infiltracdo de células B e T gerando uma producdo macica de anticorpos
especificos que por sua vez ativam fagdcitos em uma retroalimentacéo positiva
que leva a morte (Figura 02) (Huffnagle e Lipscomb, 1992; Zhou e Murphy,
2006). A atuacao de citocinas tipo Thl tem um papel essencial na protecao
inicial contra a criptococose pulmonar. Porém, a ativacdo Thl € incapaz de
conter, sozinha, a disseminacdo da doenca, sendo necessario o influxo da
resposta tipo Th2 para eliminacdo da infeccdo em modelo animal (Hoag et al.,
1997). A ativacdo da via do Sistema complemento também se mostrou
necessaria para disseminacgdo de C. neoformans e C. gattii em experimentos in

vivo (Mershon et al., 2009; Mershon-Shier et al., 2011).

C. gattii apresenta varios fatores de viruléncia para persuadir o complexo
sistema imune do hospedeiro. Além dos principais atributos como presenca da
capsula polissacaridica, a producédo de melanina, a interacdo com macréfagos
e o desenvolvimento a 37°, as leveduras sdo capazes de expressar genes que
conferem protecdo frente ao ambiente do hospedeiro. Ja foi relatado que o
gene codificador da enzima lacase, envolvida em processos de prote¢ao contra

0 estresse oxidativo em macréfagos, pode modular o influxo de células CD4" e
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favorecer a disseminacdo da doenca no sistema nervoso central (Qiu et al.,

2012).
ooy IL-2
Quimiocinas . .. ’ NK + >
.‘:. -‘:’ '..:::
-
» = - Perforinas
Q
M-CSF §|!'T°" TNF-a IL-12 IL-15
' B’I = mucn on =8
™ . _ A
- v
coso, | “. Q > . .' <N
let @ " cosey Granulisinas
IFN-y TNF-c
Macrofagos/ Mondcitos/ Célula da Microglia K
NO g
*+ Céelulas mortas de levedura
& s -2
‘ : -—e
C. necformans - » » P

Figura 02. Ativacdo da resposta imune para Criptococose.
Macrofagos/mondécitos alveolares podem englobar células de levedura e atuarem
como Células apresentadoras de antigeno a linfécitos T. Quimiocinas como CCL2
medeiam a comunicacao entre células fagociticas ativadas e linfécitos juntamente com
citocinas tipo Thl como INF-y e TNF- a. Moléculas oxidativas como NO aumentam a
atividade fungicida paralelamente a acdo de granulisinas e perforinas que induzem
aptoptose e morte de células de Cryptococcus. Figura adaptada de Zhou e Murphy,

2006).
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1.4 Vacina de DNA contra Doencas fungicas

Os farmacos utilizados atualmente para o tratamento de criptococose
sdo os antifungicos anfotericina B e fluconazol que apresentam alguns efeitos
toxicos ao organismo (Odom et al., 1997). O antifingico anfotericina B mostra-
se efetivo no tratamento contra criptococose, porém possui efeito altamente
hepatotoxico. Distintivamente, fluconazol apresenta baixa toxicidade, e
demonstra grande alcance de penetracdo em diversos tecidos incluindo
sistema nervoso central (Nooney et al., 2005). Porém varias linhagens
resistentes de C. neoformans e C. gattii ttm aumentado vertiginosamente
revelando-se um problema de saude publica, este fato estimula a investigacdo
de novos alvos para intervencao terapéutica (Gast et al., 2013). A vacinacéo
tem sido muito investigada nesse contexto, desde a descoberta bem sucedida
da vacinacdo contra variola em 1796 realizada por Edward Jenner (Stewart e
Devlin, 2006), vérias tecnologias aprimoraram a imunizacdo por vacinacao

buscando a cura ou tratamento de doencas.

Estudos bem preliminares acerca da vacinacdo contra criptococose ja
revelaram certa protecdo contra C. neoformans por estimulacdo da resposta
imune ndo especifica via administracdo de endotoxina bacteriana (Louria,
1960). Estudos foram desenvolvidos utilizando células mortas ou linhagens
atenuadas em ensaios de imunizacdo em modelo animal. O potencial
imunogénico de oligossacarideos presentes na capsula também foi explorado
na producdo de vacinas visando a profilaxia contra criptococose, a vacina

revelou resultados promissores quanto a imunogenicidade em modelo animal

(Oscarson et al., 2005) .
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Estudos que interrelacionam patégenos e inducdo da imunidade
demonstraram que a exposicdo a Mycobacterium bovis anterior a inducdo da
infeccéo por C. neoformans levou ao aumento de Interferon (IFN)-y, reducao no
influxo de interleucina (IL)-5 e de eosindfilos no pulmdo de camundongos
infectados por C. neoformans. Este estudo suge que a utilizacdo do patégeno
como vacina viva atenuada pode modular a reposta entre os tipos Thl e Th2

no curso da infeccéo, conferindo protecao contra a doencga (Walzl et al., 2003).

Outras pesquisas demonstram que criancas podem entrar em contato
com C. neoformans nos primeiros anos da infancia, porém estudos sédo
necessarios para determinar a sintomatologia da criptococose pulmonar
primaria infantil (Goldman et al., 2001). Da mesma forma individuos expostos a
infeccdo mantém os titulos de anticorpos elevados no soro sempre que
desafiados a C. neoformans e C. gattii (Chen et al., 1999; Marr et al., 2012).
Além disso, estudos destacam que infec¢Bes causadas por linhagens de C.
neoformans e C. gatti podem ser vias facilitadoras para complicacbes
respiratdrias como asma, renites ou micoses bronco-pulmonares graves (Arora
e Huffnagle, 2005). A infeccdo criptocococica infantil pode se apresentar de
forma assimtomatica, porém sua alta potencialidade de prospeccéo para outras
doencas respiratérias na vida adulta merece ser investigada. Assim se faz
necessario o estudo e investigacdo de novas estratégias de vacinacdo contra

criptococose (Casadevall e Pirofski, 2005).

No inicio dos anos 90, a nova era das vacinas foi representada pela
imunizacdo com acido desoxirribonucleico ou mais reconhecidamente como
vacina de DNA, na qual conhecimentos avangados em biologia molecular
aliado a microbiologia tém ajudado no controle e profilaxia de inameras
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doencas infecciosas, autoimunes, inflamatérias e canceres induzindo rapida e
eficiente resposta imune tanto a nivel celular quanto humoral, gerando até

mesmo tolerancia imunoldgica (Ferrera et al., 2007).

Dentro deste cenario, vacinas de DNA mostram-se como uma alternativa
interessante para a apresentacdo de moléculas antigénicas ao sistema imune
do hospedeiro. Elas s&o construidas através da tecnologia do DNA
recombinante e consistem da administragdo de vetores contendo um
plasmideo de expressdo eucariético, responsavel por codificar o antigeno de
interesse no hospedeiro, levando a apresentacédo deste ao sistema imune e
conferindo protecéo contra diversas patologias em ensaios in vivo (Cutler et al.,
2007; Gurunathan et al., 2000b) (Figura 03). Sendo assim, além das vacinas
disponiveis que induzem resposta imune humoral em longo prazo, as vacinas
de DNA apresentam-se como estratégia tentadora para inducao de resposta
imune mediada por célula, além da resposta imune mediada por anticorpo, tdo
importante para o tratamento de doencas causadas por organismos

intracelulares (Gurunathan et al., 2000a).

Um dos primeiros estudos que demonstrou eficientemente que o DNA
poderia ser utilizado para induzir resposta imune contra infec¢cdes patogénicas
utilizou a sequéncia codificadora do horménio do crescimento humano na pele
de camundongos através da técnica de gene gun, e este procedimento
aumentou anticorpos especificos contra o horménio humano (Tang et al.,
1992). Diversos estudos se seguiram relatando o uso de vacinas de DNA para
estimulacdo da resposta imune contra patégenos e tumores. Dois destes
trabalhos demonstraram a geracdo de resposta imune contra 0 virus da
imunodeficiéncia humana 1 (HIV-1) e mais recentemente uma vacina quimérica
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utilizando (HIV-1) e proteinas de membrana associada ao lisossomo que gerou
resposta de longa duracdo para células T de meméria CD4" e CD8" e células B
(de Arruda et al., 2004; Wang et al., 1993). Resultados semelhantes foram
encontrados na medicina veterinaria, apds imunizagdo com DNA contra o virus
da Herpes bovino | (Cox et al., 1993). Estudos mais robustos demonstram que
vacinas de DNA estimulam resposta imune humoral e celular contra doencas
infecciosas. Dois estudos sao representativos, um deles utilizando-se do
modelo de tuberculose demonstrou que uma vacina codificando epitopos de
células T foi capaz de induzir o repertério de citocinas Thl, aumentar a
atividade de linfécitos T citotoxicos, induzir anticorpos do tipo IgG, conferindo
protecdo a infeccdo por Mycobacterium tuberculosis (Jiang et al., 2013).
Resultados interessantes foram encontrados para doencas fungicas. A
imunizacgdo com DNA de Hsp65 foi indicado como forte candidato na
prevengao e tratamento contra paracocidiomicose, uma vez que a vacina de
DNA gerou forte inducédo de citocinas como INF-y e IL-12 via resposta Thl
(Ribeiro et al.,, 2009; Ribeiro et al., 2010). Diferentemente do resultado
encontrado utilizando um epitopo a partir de GP43, o principal antigeno de
superficie de Paracoccidioides brasiliensis, que demonstrou niveis elevados de
IgG1 caracterizando a polarizacdo para resposta Th2 (Rittner et al., 2012).
Porém, ambos os estudos apresentaram marcada reducdo na carga fungica
observado nos cortes histolégicos, tornando o antigeno candidato tanto para o

tratamento profilatico quanto terapéutico da doenca.

De modo geral os estudos sobre vacinagéo utilizando antigenos como
polissacarideos e lipidios de C. neoformans tém demonstrado que esses

antigenos séo capacidade de induzir resposta imune e fornecer moderado grau
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de protecdo contra a doencga, porém pouco se sabe sobre proteinas que atuem
como antigenos majoritarios para a infeccdo. Polissacarideos como GXM
conjugado com proteinas carreadoras apresentaram protecdo via inducdo de
anticorpos (Devi, 1996). Manoproteinas também foram extensivamente
estudadas e foram vistas como antigenos majoritarios em preparacdes filtradas
de Cryptococcus, demonstrando forte inducdo da resposta imune mediada por
célula durante a infeccdo (Mansour et al., 2004; Murphy et al., 1988). Esta
proteina ainda foi relatada como moduladora da resposta imune do hospedeiro
via secrecado de citocinas como Interferon (IFN)-y conferindo protecdo em
modelo animal de infeccao por C. neoformans (Pietrella et al., 2001). Contudo,
até o momento ndo ha nenhuma estratégia relatada de terapia imune efetiva ou

vacina de DNA para o tratamento da criptococose.

O progresso ocorrido na imunizacdo por DNA a partir de vacinas de
segunda geracédo tem sua eficacia aumentada devido a diversos fatores como
o melhoramento da entrega dos plasmideos recombinantes as células alvos, a
administracdo de adjuvantes vacinais e a otimizacdo de sequéncias
imunogénicas, processos que estimulam o0s crescentes ensaios clinicos em
curso que utilizam vacinas de DNA tanto numa perspectiva profilatica quanto

terapéutica (Ferraro et al., 2011).
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Figura 03 — Perfil da resposta imune anti-fingica frente a um imunégeno.
Na vacinagdo por DNA, o plasmideo contém um gene fungico que esta sendo
expresso sob controle de um promotor ativo. As proteinas fangicas sao traduzidas no
citosol e posteriormente entram na rota endégena de processamento de antigeno. O
complexo de histocompatibilidade | (MHC-I) apresenta o antigeno (peptideo) a células
T CD8" que estimula a indugdo de citocinas Thl e secrecdo direta de perforinas e
granulisinas. Outros genes podem ser co-expressos funcionando como adjuvantes na

maximizagao da resposta imune. Figura adaptada de Cutler et al., 2007.

1.5 Proteinas 14-3-3

Entre as proteinas identificadas e descritas como proteinas
criptocococicas imunodominantes com potencial para induzir resposta imune

estdo as proteinas 14-3-3 e fosfopiruvato hidratase (enolase) (Jobbins et al.,
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2010; Young et al., 2009).Essas proteinas também foram encontradas como
produtos de secrecdo por meio de vesiculas relacionadas a patogénese em C.
neoformans (Rodrigues et al., 2008), bem como identificadas como proteinas
imunogénicas em experimentos utilizando soro de pacientes infectados com C.
gattii, revelando-se assim como antigeno potencial para diagnoéstico de
infeccdo causada por esta levedura (Martins et al., 2013).

As proteinas 14-3-3 formam uma familia de proteinas acidicas altamente
conservadas e expressas em todos 0s organismos eucarioticos, com massa
molecular de aproximadamente 30 kDa (Obsil e Obsilova, 2011). Essas
proteinas regulam importantes processos biolégicos como transducédo de sinal,
ciclo celular e apoptose através de sua interacdo direta com residuos de
Serina/Treonina fosfatados de proteinas alvo (Gardino e Yaffe, 2011; Tzivion et
al., 2011; Yaffe e Elia, 2001). As proteinas 14-3-3 sdo abundantes no tecido
cerebral e sua localizacdo classica em células eucaritticas é citoplasmatica,
porém elas ja foram encontradas na superficie de membranas celulares e
organelas como o complexo de Golgi e nucleo (Fu et al., 2000).

Existe um numero variado de isoformas que parece ser espécie-
especifico, em mamiferos sdo encontradas sete isoformas diferentes, ao passo
que em Arabdopsis spp. pelo menos 13 isoformas da proteina ja foram
descritas (van Heusden e Steensma, 2006). O alto grau de conservacao destas
proteinas e sua natureza ubiqua reflete sua importancia biolégica no
desenvolvimento de organismos eucarioticos, o que ja foi relata por diversos
estudos (Fu et al., 2000).

Em diferentes organismos foi demonstrado que as proteinas 14-3-3 sao

capazes de interagir com mais de 300 proteinas-alvo diferentes (Schoonheim
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et al., 2007). Em contraste, é estimado que apenas 25% do total de proteinas
que interagem com as proteinas 14-3-3 tenham sido identificadas até o
momento (Bridges e Moorhead, 2005). Andlises cristalogréaficas demonstram
que as proteinas 14-3-3 se organizam como homo ou heterodimeros, sendo os
dimeros a estrutura mais frequente apresentando estrutura rigida (Rittinger et
al., 1999). Quando em interacdo com outras proteinas as 14-3-3 podem
promover mudanc¢a conformacional e/ou representar uma barreira fisica em
suas proteinas alvos resultando na alteracdo da atividade, estabilidade ou
localizac&o destas proteinas (Obsil e Obsilova, 2011; Siles-Lucas et al., 2003).
As regibes responsaveis pela dimerizacdo estdo relacionadas as porgoes
carboxi e aminoterminal que apresentam baixo grau de conservacédo (Bridges e
Moorhead, 2005). Os residuos responsaveis pela ligagcdo a outras proteinas
sdo conservados entre as isoformas, porém é possivel que mutacdes nos
residuos situados dentro do sitio de ligacdo possam contribuir para diferentes
graus de afinidades aos seus ligantes (Fu et al., 2000).

Dentro dos aspectos imunoldgicos das proteinas 14-3-3 investigados em
patégenos infecciosos como leveduras, outros estudos relatam esse papel
frente a parasitas. Dois estudos destacam a localizacdo da proteina 14-3-3 em
vesiculas contendo produtos de excrecdo de Echinococcus granulosus
salientando que esta proteina pode ter papel importante no inicio da infec¢éo
através da entrega de moléculas sintetizadas pelo patégeno para dentro do
hospedeiro através de granulos secretores (Siles-Lucas et al.,, 2000).
Similarmente um estudo acerca da imunizagcdo com a proteina recombinante
14-3-3 de E. multiloculares conferiu certa protecao contra infec¢do por ovos do

parasita (Siles-Lucas et al., 2003). Outra pesquisa também assinala a presenca
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da proteina 14-3-3 recombinante de Clonorchis sinensis em vesiculas
secretdrias e como estimulo imune foi capaz de induzir altos niveis de IgG1 e
IgG2a via reposta imune Th1/Th2 balanceada em modelo de infec¢cdo por C.
sinensis (Wang et al., 2012) da mesma forma a proteina 14-3-3 revelou-se um
possivel candidato a vacina contra toxoplasmose (Meng et al.,, 2012). Estes
estudos relatam que as proteinas 14-3-3, além de desempenhar sua funcéo
central e conservada como proteina de transducdo de sinal em organismos
eucarioticos, podem desempenhar fungdes mais especializadas no contexto da
relagdo patdgeno-hospedeiro, durante a infeccdo. Diante do exposto, a
investigacdo da proteina 14-3-3 como potencial candidata a vacina de DNA
contra criptococose mostra-se uma metodologia valida na busca por novas

estratégias profilaticas e/ou terapéuticas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral do presente estudo foi 0 desenvolvimento de uma
vacina de DNA contendo a porcdo codificante do gene 14-3-3 de

Cryptococcus gattii.

2.2 Objetivos especificos:

I Clonar a sequéncia codificadora da proteina 14-3-3 de

Cryptococcus gattii em vetor de expressdo em células eucaribticas;

. Realizar experimentacéo piloto de imunizagdo em modelo animal,

iii. Determinar a localizac&o celular da proteina 14-3-3 em C. gatti;

iv. Clonar a sequéncia codificadora da proteina 14-3-3 e expressar a

proteina recombinante;

V. Analisar a resposta imune humoral.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Microrganismos e condi¢cdes de cultivo

A linhagem hipervirulenta R265 de C. gattii proveniente da epidemia de
Vancouver foi gentilmente cedida pelo Dr. Wieland Meyer (Universidade de
Sidney - Australia). A linhagem foi mantida em meio YPD (2% de glicose, 2%
de peptona, 1% de extrato de levedura e 1,5% de agar). Para os experimentos,
as células foram cultivadas em meio YPD liquido (10 ml) e incubadas a 30°C

com agitagao (200 rpm) por 20 h.

3.2 Andlises in silico que codifica a proteina a 14-3-3 de C. gattii

A sequéncia putativa do gene que codifica para 14-3-3 de C. gattii
(CNBG_5765.2) foi identificada por andlise do banco de dados publico do

genoma de C. gatti do Broad Institute (http://www.broadinstitute.org/). As

predicdes de massa molecular e ponto isoelétrico foram realizadas utilizando

ferramentas disponiveis no site EXPASy (http://www.expasy.org/). A presenca

de dominios conservados na proteina 14-3-3 de C. gattii foi analisada através

das ferramentas disponiveis no site http://pfam.sanger.ac.uk/ e

http://prosite.expasy.org/. A antigenicidade dos peptideos foi determinada

seguindo o indice de James Wolf através do programa Protean (DNASTAR —

Lasergene, Madson, USA).
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3.3 Desenvolvimento da vacina de DNA

3.3.1 Isolamento de RNA e sintese de cDNA.

O RNA total foi extraido de células de C. gattii, linhagem R265, utilizando
o kit RNAeasy Mini (Qiagen, Hilden, Germany), de acordo com instru¢des do

fabricante.

Para a sintese de cDNA, utilizou-se 0,65 pg de RNA, e a reacao foi
realizada utilizando a enzima transcriptase reversa M-MLV Reverse
Transcriptase (Invitrogen, California, USA) seguindo o protocolo descrito pelo
fabricante. Uma reacdo de PCR também foi realizada como controle, utilizando

primers de actina, para comprovar a sintese da fita complementar.

3.3.2 Amplificac&o da sequéncia génica de 14-3-3 de C. gattii

Para amplificacdo do gene que codifica 14-3-3 foram projetados primers
especificos a partir da sequéncia disponivel no banco de dados do Broad
Institute (Tabela 1). Os iniciadores também continham sequencias para
reconhecimento por enzimas de restricdo Xhol e BamHI flanqueando a ORF do
gene 14-3-3 de C. gattii. As enzimas foram selecionadas por fazerem parte do
sitio de clonagem do vetor pUC18 e por ndo clivarem o inserto em sua
sequéncia nativa. A reacdo de PCR foi realizada utilizando a enzima Tagq DNA
polymerase Platinum (Life Technologies, Gent, Belgium). As reacdes foram
suplementadas com 5 pmol de cada iniciador para o gene 14-3-3 C. gattii, e
1 pL de cDNA, em um volume final de 25 pL. As reacOes foram realizadas com

um estagio de desnaturacéo de inicial de 5 min a 95°C seguido de 30 ciclos
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compostos de 3 etapas, desnaturacdo por 30 s a 94°C, anelamento por 30 s a
60°C, extensdo por 1 min a 72°C. As amostras foram analisadas por
eletroforese em gel de agarose 0,8% confirmando a presenca de um produto
anico de PCR. O produto de PCR foi purificado utilizando-se o Kit lllustra GFX
PCR DNA and Gel Band (GE Healthcare, Freiburg, Germany) conforme
descricbes do fabricante. A quantificagdo foi realizada utilizando o sistema

Qubit™ (Invitrogen, Carlsbad, USA).

Tabela 01 - Oligonucleotideos utilizados no estudo (T.A:

temperatura de anelamento).

Oligos Sequéncias T.A (C°)
GGATCCATGTCTA 57
14-3-3_pcDNAS.1(+)F ACCGAGAAGACTC
CTCGAGCTAAGCC 57
14-3-3_pcDNA3.1(+)R GCGGGGGCAACCT

3.3.3 Clonagem em vetor pUC18

As enzimas DNA polimerase | (Klenow) e polinucleotideo quinase
(Promega, Madison, USA) foram utilizadas no preenchimento e fosforilacdo de
produtos de PCR. Foi utilizado como vetor de clonagem o plasmideo pUC18
clivado com a enzima Smal (Promega, Madison, USA) para linearizacéo, e
posteriormente defosforilado com Fosfatase alcalina de Camardo - SAP (New
England BioLabs, Ipswich, USA) seguindo orientacbes do fabricante. O

fragmento correspondente a regido codificadora de 14-3-3 foi clonado no vetor
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pUC18 (Invitrogen, Vilnius, Lithuania), utilizando células eletrocompetentes de
E. coli linhagem XL-1 blue. Amostras de DNA plasmidial foram obtidas por
minipreparacgédo utilizando-se o método de lise alcalina. Os clones obtidos foram
submetidos a clivagem por enzimas de restricdo especificas para confirmagéo

da clonagem e posterior subclonagem em vetor de expressao.

3.3.4 Subclonagem em vetor de expressao eucariotico

Posteriormente, foi realizada a etapa de subclonagem do inserto em
vetor de expressdo pcDNA3.1(+)™ (Invitrogen, Carlsbad, USA). Para isso, foi
realizada a clivagem do plasmideo recombinante pUC14-3-3 com as enzimas
de restricdo Xhol e BamHI. O fragmento correspondente a regido codificadora
de 14-3-3 foi purificado por eletroforese preparativa utilizando o Kit lllustra GFX
PCR DNA and Gel Band e o inserto isolado foi subclonado no vetor de
expressao eucariotico pcDNA3.1(+)™. O vetor foi previamente linearizado com
as mesmas enzimas de restricdo a fim de criar extremidades coesivas para a
clonagem em fase do inserto. Para a subclonagem, células de E. coli da
linhagem XL1-Blue eletrocompetentes foram transformadas com o produto de
ligacdo contendo 50ng do plasmideo linearizado e 22ng do fragmento 14-3-3
purificado. O plasmideo recombinante pcDNA3.1(+)14-3-3 foi isolado utilizando
o kit de maxipreparacao livre de endotoxina (Sigma, Saint Louis, USA) e o
produto clonado foi analisado por sequenciamento de DNA (MegaBACE 1000,

GE, Freiburg, Germany).
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3.4 Verificagdo da funcionalidade do plasmideo pcDNA3.1(+)14-3-3

em cultura de células de mamiferos

3.4.1 Linhagem celular e condi¢cfes de cultura

A linhagem celular de adenocarcinoma alveolar humano - A549 (ATCC®
CCL185™, Manassas, USA) foi mantida em meio minimo DMEM (Gibco, New
York, USA), suplementado com 20% ou 10% soro fetal bovino e mantida em
estufa a 37°C e 5% de CO.,. A cada 2 dias as células eram subcultivadas por
tripsinizacao.

Os estoques celulares foram mantidos em nitrogénio liquido, em uma
solucéo contendo 80% de meio DMEM, 10% de soro fetal bovino e 10% de

dimetilsulféxido.

3.4.2 Transfeccdao transitoria

Foi realizada transfeccdo in vitro do plasmideo recombinante
pcDNA3.1(+)14-3-3 ou vetor vazio pcDNA3.1(+) como controle utilizando
lipofectamina (Lipofectamine LTX and Plus reagents — Invitrogen, Carlsbad,
USA) conforme descricdes fornecidas pelo fabricante. Apos 24 h o RNA e
extrato proteico total das células foram extraidos utilizando o reagente TRIzol

(Invitrogen, Carlsbad, USA).
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3.4.3 Extracao de RNA

Foi realizado procedimento de extracdo de RNA das células de epitélio
pulmonar transfectadas com plasmideo recombinante pcDNA3.1(+)+14-3-3,
células transfectadas com o vetor vazio e células ndo transfectadas utilizando o
reagente TRIzol, segundo instru¢des do fabricante. A quantificacdo de RNA foi

determinada utilizando o sistema QuBit™.

3.4.4 Sintese de cDNA

Para a sintese de cDNA a partir do RNA extraido das células, foi
utilizada a enzima transcriptase reversa M-MLV (Invitrogen, Carlsbad, USA) de

acordo com instrucdes do fabricante.

3.4.5 RT-PCR para a verificagcdo da expresséao

Utilizando os cDNAs obtidos a partir de células transfectadas com
pcDNA3.1(+)+14-3-3, células transfectadas com o vetor vazio e células néo
transfectadas, foram realizados experimentos de RT-PCR utilizando os primers
especificos para a regido codificadora de 14-3-3 para avaliagcdo da expresséo

do gene 14-3-3 de C. gattii.

Como controle positivo da reagéo foi utilizado DNA gendmico de C. gattii

linhagem R265. A PCR foi realizada em reagbes de 25 pyL. Cada reacéo
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continha 1 pL de cDNA, 14,7 pL de agua milliQ, 1 uL de dNTPs (dATP, dTTP,
dCTP, dGTP) 10mM, 1 puL de Cloreto de magnésio (2 mM de concentracao
final), 2,5 pL de tampéo Tag (200 mM Tris-HCI (pH 8,4), 500 mM de KCI), 2 pL
de oligonucleotideos direto e reverso (40 nM de concentracao final), 0,3 pL
(1V) da enzima Taqg DNA polimerase (Invitrogen, Carlsbad, USA). As condi¢des
de PCR de cada par de oligonucleotideos estdo representadas na (Tabela 1).
Em todas as PCR foram realizados 35 ciclos. Outra PCR foi realizada utilizando
0S primers para [-actina como controle. Foi utilizado como controle positivo

DNA de células pulmonares.

3.4.6 Extracdo de proteinas totais

Apés 24h de transfeccdo seguiu-se a extracao protéica das células
transfectadas com o plasmideo recombinante pcDNAS.1(+)+14-3-3, células
transfectadas com vetor vazio e células nao transfectadas, utilizando o
reagente TRIzol, segundo protocolo descrito pelo fabricante. As amostras

foram estocadas a -20°C para uso posterior em experimentos de Western Blot.

3.4.7 Analise das proteinas em SDS-PAGE

As proteinas extraidas das células transfectadas com o plasmideo
pPcDNA3.1(+)+14-3-3, células transfectadas com vetor vazio e células né&o
transfectadas, foram resolvidas em gel de poliacrilamida 12% sob condi¢des
desnaturantes (SDS-PAGE), conforme protocolo ja estabelecido (Sambrook e

Gething, 1989). ApoGs a eletroforese, os géis incubados em solugcdo contendo
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Coomassie Blue (1% de coomasie brilliant blue R-250, 10% de acido acético,
50% de metanol) e permaneceram em agitagdo leve por 16h. Os géis foram

mantidos em solucéo de acido acético 10% (v/v).

3.4.8 Precipitacao de Proteinas

Devido as baixas concentragcfes de proteinas totais obtidas, foi utilizado
um protocolo de precipitacdo de proteinas em presenca de acido tricloroacético
(TCA) a 10%. Nesse protocolo adicionou-se TCA 20% 1:1 em relacdo as
aliguotas das amostras de extrato protéico. As proteinas foram incubadas a
4°C por 10 minutos. Apés isso, centrifugou-se as amostras a 10.000 x g, 4°C
por 5 min. Os pellets foram lavados por 2 vezes com acetona gelada, e
ressuspensos em tampédo de amostra 5x. As amostras foram entdo sonicadas
por 10 s (em gelo) e em seguida fervidas por 10min para uma completa
desnaturacdo das proteinas. ApGs isso, as amostras foram centrifugadas por

10 s e aplicou-se o sobrenadante no gel de poliacrilamida a 10%.

3.4.9 Western Blot

Para deteccao da proteina 14-3-3 proveniente de células transfectadas
com o plasmideo pcDNA3.1(+)+14-3-3 e em extrato bruto proteico de C. gattii,
0S respectivos extratos proteicos foram resolvidos em gel SDS-PAGE e em
seguida foram submetidos ao ensaio de Western blot (Sambrook e Gething,

1989). Apos eletroforese, as proteinas foram transferidas para membrana de

PVDF, as quais foram incubadas com o anticorpo anti-€214-3-3 de
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Echinococcus granulosus e a seguir com o anticorpo secundario conjugado a

peroxidase (Merck Millipore, Darmstadt, Germany). O anticorpo anti-€214-3-3

foi gentiimente cedido pelo Professor Dr. Henrique Ferreira do Centro de
Biotecnologia - UFRGS, do Centro de Biotecnologia da UFRGS. A
transferéncia foi realizada no sistema Mini Trans-Blot (Bio-Rad, Carlsbad, USA)
a 300mA durante 3h. Apos a transferéncia a membrana de PVDF foi lavada
com PBS. A revelacdo foi realizada com o sistema ECL por

quimioluminescéncia (ECL, GE Healthcare, Piscataway, USA).

Solucdes:

Tampéo de Transferéncia (pH 7,4): 3,0 g de Tris (25 mM), 14,4 g de

glicina (192 mM), 200 mL de metanol (20%) e agua destilada g.s.p. 1 L.

PBS 0,15M: 137mM de NaCl (8g), 2,7mM de KCI (0,2g), 10mM de
Na,HPO, (1,449), 1,8mM de KH,PO, (0,249), agua destilada g.s.p. 1L; pH 7,4.

A solucéo foi esterelizada por autoclavacgéao.

PBS 0,15M e 0,1% de Tween-20: 500uL de Tween-20 em 500mL de

PBS 0,15M.

Tampao de Bloqueio: 5% Leite desnatado em p6, 0,1% Tween 20 e PBS

g.s.p. 1L.

Corante Ponceau: 2g de Ponceau em 30g de acido tricloroacético e

agua destilada g.s.p. 100mL.
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3.5 Imunofluorescéncia

Foi realizada imunofluorescéncia para determinar a localizacdo da
proteina 14-3-3 em células de C. gattii linhagem R265. Para isso as células
foram cultivadas durante 16 h em meio YPD. Brevemente, o cultivo foi
centrifugado a 14.000 rpm por 5 min e as células de C. gattii foram fixadas com
paraformaldeido a 4% a 37°C por 1 h. As células foram coradas com Calcofluor

white 5 pg/mL a 37°C durante 30 min, para coloracdo da parede celular da

levedura e posteriormente foram incubadas com anticorpo primario anti-€214-3-

3 de E. granulosus na diluicdo de 1:10 a 37°C durante 1 h seguido de
incubacdo com anticorpo secundario anti-rabbit IgG conjugado a FITC na

concentracdo de 20 pg/mL (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA).

3.6 Inoculacdo dos camundongos

ApoOs as confirmacBes de expressdo da vacina de DNA contendo a
regido codificadora de 14-3-3, seguiu-se com experimento de inoculacdo em
modelo animal, para posterior determinacdo da resposta imune humoral. Trés
grupos de trés camundongos BALB/c fémeas com 6 semanas de vida foram
inoculados conforme descricdo da (Tabela 2). Durante os experimentos, 0S
animais tiveram livre acesso a agua e alimento e permaneceram em gaiolas
coletivas. Os inéculos de 100ug de vetor recombinante foram aplicados via
intramuscular na pata direita em trés doses com intervalos de 15 dias. Dois

grupos controles foram mantidos com administragdao do vetor vazio e PBS. Os

45



animais foram anestesiados com Xilasina (8 mg/mL) e Cetamina (60 mg/mL)

via intraperitoneal.

Ao fim de cada quinzena foi realizado coleta de sangue dos animais por
puncdo do plexo retro-orbital (Fernandez et al., 2010), conforme descrito na
Figura 04. O sangue coletado foi incubado a 30°C por 30min e o soro foi

recuperado e armazenado a -20°C.

Tabela 02- Esquema de inoculagdes dos camundongos

Grupo N° animais Massa média (g)
PBS 3 21,15
pcDNA3.1(+) 3.1 3 20,90
pcDNA3.1(+)14-3-3 3 21,33

1%Sangria 2% Sangria 32 Sangria

~

BALB/C '

! ! !
i | i
i i |
i i i
i i i
¥

¥

12 dose 22 dose 32 dose

\

Figura 04 - Esquema sequencial de imunizacdes e coletas sanguineas por

puncdo retro orbital.
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3.7 Clonagem e construcao do vetor de expressao pET23-d+14-3-3

A sequéncia codificadora do gene 14-3-3 de C. gattii utilizada neste
estudo foi obtida a partr do banco de dados publico

(http://www.broadinstitute.org/annotation/genome/cryptococcus neoformans b/

MultiHome.html) o qual esta identificado pelo numero de acesso

CNBG_5765.2.

Para clonagem e expressdo da proteina fusionada a uma cauda de
histidinas, a sequéncia codificadora de 14-3-3 foi amplificada por PCR com os
iniciadores 14-3-3-expF (5'-
AAAAAACCATGGCTAACCGAGAAGACTCTGTCTACCTTG-3’) e 14-3-3expR
(5- AAAAAAAAGCTTAGCCGCGGGGGCAACCTCCTCCTGCTTTGTT-3).
Esses iniciadores continham sitios especificos para clivagem com as enzimas
de restricdo Ncol e Hindlll. O vetor pET23-d foi linearizado por clivagem com

endonucleases de restricdo Ncol e Hindlll.

Para a clonagem em pET23-d foi utilizada a linhagem TG2 de E. coli
quimiocompetente. As células bacterianas foram transformadas com o produto
de ligacdo contendo 50ng de vetor linearizado e 32ng do produto de PCR. A
identificagdo dos plasmideos recombinantes foi realizada por PCR de col6nia
utilizando os iniciadores especificos do gene 14-3-3 de C. gattii. A extracdo do
DNA plasmidial foi realizada por lise alcalina (Sambrook e Gething, 1989). A
identificacdo dos plasmideos recombinantes foi realizada por clivagem do DNA
plasmidial extraido com endonucleases de restricdo especificas Ncol e Hindlll.
O clone utilizado para posterior expressédo foi sequenciado utilizando o kit

DYEnamic™ ET Terminator Cycle Sequencing (GE Healthcare, Freiburg,
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Germany) em sequenciador automatico MEGABACE 1000, conforme manual

do fabricante.

3.7.1 Expressao e Purificacdo da proteina recombinante 14-3-3 C.

gattii

Os plasmideos recombinantes obtidos da clonagem em pET23-d foram
utilizados para transformacdo em células de E. coli BL21 (DE3) pLysS por
eletroporagéo. Os clones foram confirmados por PCR de colbnia por
amplificacdo do gene 14-3-3 de C. gatti. A expressdo da proteina
recombinante foi realizada em 200mL meio LB e induzida com IPTG na
concentracgédo final de 1ImM no meio de cultivo, sendo o instante de indugdo na
fase exponencial de crescimento microbiano em tempos de 1, 2, 3 e 4h sob
agitacdo a 37°C. A expressao das proteinas recombinantes foi avaliada por

eletroforese em gel de poliacrilamida 12%.

ApOs a inducdo, as culturas foram centrifugadas por 10min e
solubilizadas em 10mL de tampéo de lise pH 8.0 (300 mM de NaCl, 50 mM
NaH,PO, e 10 mM de Imidazol). Foi adicionada lisozima 1mg/mL para eficiente
lise celular, em incubacdo por 30min em banho de gelo. A suspenséao foi
submetida a sonicacao para lise mecéanica das células, em 12 ciclos de 10 s a
300 W, intercalando 10 s de incubacdo em gelo. Apés a lise, a suspensao foi
centrifugada a 10.000xg por 30 min a 4°C. Uma aliquota de 30uL do
sobrenadante (fracdo soluvel) foi analisada por eletroforese SDS-PAGE 12%.

O sedimento resultante da centrifugacao foi solubilizado com 5 mL de tampé&o
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de lise centrifugado novamente, e uma aliquota de 30 pL deste sobrenadante

(fracéo insoluvel) foi igualmente analisada.

3.7.2 Purificacdo da proteina recombinante fusionada a cauda de

histidinas

A fracdo solavel foi incubada por 1 h a 2.000 rpm a 4°C com a resina de
niquel NI-NTA (Qiagen, Hilden, Germany), a qual foi pré-equilibrada com
tampao de lise. Apés a incubacéo, foi realizada lavagem da resina com tampao
de lavagem pH 8.0 (300 mM de NaCl, 50 mM NaH,PO4 e 20 mM de imidazol)
contendo baixa concentracéo de imidazol com o objetivo de remover proteinas
ndo aderidas a resina e também ligacBes inespecificas. As fracdes proteicas
foram eluidas com tampdes contendo diferentes concentracdes de imidazol
(50 mM, 100 mM, 250 mM, 500 mM) em tampéo de eluicdo pH 8.0 (300mM de

NaCl, 50mM NaH,PO,).

3.7.3 Analise eletroforética de proteinas em SDS-PAGE

As fracdes obtidas apds purificacdo foram analisadas em gel SDS-
PAGE. Apos eletroforese, o gel foi corado com Coomassie Blue (1% de
coomasie brilliant blue R-250, 10% de acido acético, 50% de metanol) por 16 h

em temperatura ambiente.
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3.8 Deteccdao de IgG total por ELISA Indireto

Para o ensaio de Elisa indireto, 10 pL do soro de cada um dos animais
que compunham os 3 diferentes grupos originaram o pool do grupo
correspondente. Este pool foi utilizado para todos os ensaios de ELISA.
Inicialmente, microplacas de 96 pocos foram sensibilizadas com 100ng/pL ou
500ng/uL do antigeno Cgl4-3-3 purificado em cada poco. A etapa de
sensibilizacdo foi realizada durante a noite a 4°C. Ap0s essa etapa, as placas
foram lavadas com PBS-T 0,05% por trés vezes, e bloqueadas com PBS BSA
1% durante 1 h a 37°C. Novas lavagens foram realizadas e os soros dos
animais correspondentes a cada grupo foram diluidos numa escala de 1:800,
1:1600, 1:3200 e 1:6400. Os soros foram adicionados e incubados a 37°C por
mais uma hora. ApGs novas lavagens, adicionou-se o anticorpo secundario
anti-lgG de camundongo conjugado com peroxidase (20 mg/mL) (Sigma-
Aldrich Hilden, Germany) na diluicdo de 1:2000, seguindo-se uma nova etapa
de incubacédo, nas condi¢cdes previamente citadas. ApoOs trés lavagens com
PBS-T 0,05%, foi adicionado 100puL da solugdo de revelagdo TMB Single
solution (Invitrogen, Paisley, UK). Apds um periodo de incubacdo de 15min a
temperatura ambiente, a reacdo foi interrompida com a adicdo de acido
sulfirico 2M. As densidades Opticas foram obtidas a 595 nm em

espectrofotometro.
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3.9 Consideracées Eticas

Este projeto obedece as normativas propostas pelos Principios
Internacionais Orientadores para a Pesquisa Biomédica Envolvendo Animais

(Council for International Organizations of Medical Sciences — CIOMS).

O presente trabalho foi submetido a Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da UFRGS, obtendo parecer aprovado em 11/07/2011 sob o

registro 19119.

3.10 Analises Estatisticas

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média. As
comparacdes dos grupos experimentais foram realizadas por Analise de
Variancia (ANOVA) de uma via ou por uma ANOVA de medidas repetidas,
conforme a necessidade. O software utilizado para a realizacdo das analises foi
o SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) versdo 20.0 e a

significancia estatistica foi de p < 0,05.
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4. RESULTADOS

11.1 Analises in silico da proteina 14-3-3 em C. gattii

A busca no banco de dados do genoma de Cryptococcus gattii no Broad
Institute resultou na identificacdo de um anico gene codificador de proteina da
familia 14-3-3 na linhagem R265 (Altschul et al., 1990) (Tabela 03). A
sequéncia deduzida de aminoacidos correspondente de 256 aminoacidos
apresentou massa molecular e ponto isoelétrico de 30 kDa e 5,
respectivamente (Tabela 3). As andlises revelaram a presenca de duas regifes
altamente conservadas: a primeira localizada na regido N-terminal,
representada pelos aminoacidos — RNLLSVAYKNYV, e a segunda localizada na
regido C-terminal da proteina apresentando sequéncia peptidica -

YKDSTLIMQLLRDNLTLWTS (Figura 05).

O indice de antigenicidade para a proteina 14-3-3 de C. gattii foi
calculado utilizando o indice Jameson-Wolf pelo Programa Protean 4.0
(DNASTAR - Lasergene) (Figura 06) indicando as regifes da proteina com
maiores e menores indices de antigenicidade. A proteina 14-3-3 foi

considerada imunogénica através desta predicao.
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Tabela 03 — Caracteristicas do gene codificante de 14-3-3 de C. gattii

Familia NUumero de  Localizagao

Génica acesso

Tamanho

(nucleotideos)

Massa pl
predita predito

(Da)

Proteinas CNBG_5765.2  Supercontig
14-3-3 19: 41782-

43015

1234

28994.58 4.78

1 100

200

o

Cryga 14-3-3 256 aa

300

Figura 05 - Representacdo dos dominios conservados da proteina 14-3-3 de C.

gattii. Assinatura de 2 regifes altamente conservadas: Sequéncia peptidica de 11 aa

localizada na regidao N-terminal — RNLLSVAYKNV, sequéncia peptidica de 20

aminoacidos localizada na regiao

YKDSTLIMQLLRDNLTLWTS (azul).

C-terminal

da proteina
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Figura 06- Parametros de antigenicidade da proteina 14-3-3 de C. gattii gerados
pelo programa Protean 4.0. Em destaque as por¢fes peptidicas (rosa) apresentando

alto grau de antigenicidade.

11.2 Amplificacdo do gene 14-3-3 de C. gattii

A regido codificante do gene 14-3-3 de C. gattii foi amplificado por PCR
gerando um fragmento de aproximadamente 771pb a partir do cDNA
previamente isolado, utilizando oligonucleotideos especificos para o gene 14-3-

3. O produto de PCR foi analisado em gel de agarose 1% (Figura 07).
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Figura 07 — Andlise do produto de PCR para amplificacdo das sequéncias
codificadoras da proteina 14-3-3 de C. gattii utilizando os iniciadores 14-3-
3 _pcDNA3.1(+)F e 14-3-3 pcDNA3.1(+)R. (1) Marcador de tamanho molecular 1kb
DNA ladder (Invitrogen); (2) Produto de amplificacdo referente a regido codificadora
com tamanho esperado de 771pb; (3) Controle positivo da reagdo amplificado a partir

de DNA gendmico de C. gattii; (4) Controle negativo da reacdo (sem adicdo de DNA).

O produto de amplificacdo correspondente ao fragmento de DNA de
771pb foi purificado do gel utilizando-se o Kit lllustra GFX PCR DNA, o DNA
obtido foi quantificado utilizando o sistema Qubit™ e armazenado para

posterior clonagem.

11.3 Clonagem da regido codificadora de 14-3-3 em vetor pUC18 e

pcDNA 3.1 (+)

Com o intuito de confirmar a inser¢do do gene 14-3-3 em vetor de

clonagem e em vetor de expresséao eucaribtico foram realizadas clivagens com
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endonucleases de restricdo. A clivagem dos plasmideos recombinantes com as
enzimas de restricdo Xhol e BamHI possibilitou a selecdo de um clone

recombinante em vetor pUC18 (Figura 08A) e em pcDNA3.1 (+) (Figura 08B) .

Kb

«——5,4 Kb

2,0

1,6
«—~2,7Kb

1,0

0,8

0,65

e 771pb

« 771 pb

Figura 08 — Analise dos produtos das clivagens para confirmacdo do
clone recombinante. (A) Clone (pUC18 + 14-3-3); (B) (pcDNA3.1(+) + 14-3-3) (1)
Marcador de tamanho molecular 1kb DNA ladder (GE); (2) DNA plasmidial integro; (3)
DNA plasmidial clivado com Xhol; (4) DNA plasmidial clivado com BamHlI; (5) DNA

plasmidial clivado com ambas endonucleases.

Para determinar a funcionalidade do vetor recombinante, foram
realizados experimentos de transfeccdo em linhagem epitelial de
Adenocarcinoma alveolar (A549). A funcionalidade do vetor recombinante

pcDNA3.1(+) + 14-3-3 foi confirmada através da RT-PCR (Figura 09A). A
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amplificagdo do transcrito correspondente a (-actina foi usado como controle

(Figura 09B).

Kb 1 2 3 4 5 6
1,65

1,0
0,8

0,6 . 700pb

Pb

500
400

300 . 300pb

Figura 09 — Expresséo transiente da vacina de DNA contendo o gene 14-3-
3 de C. gattii. A (1) Marcador de tamanho molecular 1kb DNA ladder (GE); (2)
Controle negativo; (3) Controle positivo (DNA gendmico) (4) cDNA de A549 (5) cDNA
de A549 transfectada com vetor vazio; (6) cDNA de A549 transfectada com vetor
pcDNA3.1(+) + 14-3-3; (B) RT-PCR utilizando primers especificos para amplificacéo

do transcrito correspondente a B-actina foi utilizado como controle.

11.4 Avaliagdo da funcionalidade do vetor recombinante

pcDNA3.1(+)+14-3-3

Através de experimento de imunoblot, foi analisada a especificidade do
anticorpo anti-14-3-3 de E. granulosus no reconhecimento de 14-3-3 enddégena
de C. gattii, a partir de extrato bruto total de proteinas (Figura 10A). Essa
avaliacdo foi necessaria para utilizarmos este anticorpo na deteccdo da

proteina 14-3-3 de C. gattii em células A549 transfectadas com a vacina de
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DNA (Figura 10B). Foi realizada analise da expressao da proteina 14-3-3 em
células A549 transfectadas com o plasmideo recombinante apds 24h. Verificou-
se um aumento na expressao da proteina 14-3-3 em células transfectadas com

o vetor recombinante contendo a regido codificadora de 14-3-3 (Figura 10B).

0 |

Figura 10 — Andlise da especificidade do anticorpo anti-e214-3-3 de E.

granulosus na deteccédo da proteina 14-3-3 de C. gattii. (A) Deteccao da proteina
14-3-3 a partir de extrato bruto de C. gattii, apresentando massa molecular em torno
de 30 kDa. (B) Deteccdo da proteina 14-3-3 a partir de células A549 transfectadas
com o vetor recombinante pcDNA3.1(+) + 14-3-3 por Western blot; 1- Ab49
transfectada com pcDNA3.1(+) + 14-3-3; 2- A549 transfectada com pcDNA3.1(+); 3-

A549 sem transfeccao.

11.5 Localizacao da proteina 14-3-3 em C. gattii

As proteinas 14-3-3 foram marcadas com o anticorpo primario anti-€214-
3-3 e anticorpo secundario anti-IgG de coelho conjugado com FITC em células
de C. gattii por um periodo de 2h. Os resultados obtidos da imunofluorescéncia
revelaram a presencga pontual da proteina 14-3-3 associada a parede celular

das células fungicas (Figura 11).
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Campo Claro  Calcofluor White FIT-C Sobreposicao

Figura 11 — Andlise da localizagcao das proteinas 14-3-3 em células C.
gattii. (A) Contraste de fase; (B) Parede celular marcada com calcofluor white; (C)
Deteccdo da proteina Cgl4-3-3 com anticorpo anti-€214-3-3; (D) Sobreposicdo das

marcacoes.

11.6 Amplificacédo e Clonagem da regido codificadora do gene 14-3-

3 no vetor pET-23d

A sequéncia codificadora da proteina 14-3-3 foi amplificada por PCR e
gerou um fragmento de 771 pb que foi utilizado para clonagem por
recombinacao in vivo. A confirmacéo do clone foi realizada através da clivagem

do DNA plasmidial com as enzimas de restricdo especificas (Figura 12).
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Figura 12 - Confirmacao do clone contendo o plasmideo pET23-d + 14-3-3.
Os plasmideos foram extraidos por midipreparacdo e clivados pelas enzimas de
restricdo Hindlll, Ncol e Hindlll + Ncol. (1) Plasmidio pET23-d integro; (2) plasmideo
linearizado com Hindlll; (3) Plasmideo linearizado com Ncol; (4) Liberacdo do

fragmento 14-3-3 através da clivagem dupla.

11.7 Expressao heterdloga da proteina 14-3-3 em E. coli

A producédo da proteina recombinante foi realizada inicialmente por meio
de inducdo da expressédo por IPTG a 37°C. Passado o periodo de inducéo de
4h o0s extratos proteicos foram analisados (Figura 13A). A proteina
recombinante 14-3-3 foi observada principalmente na fracdo solavel e

apresentou massa molecular em torno de 30 kDa (Figura 13B).
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Figura 13 — Andlise da expressdo da proteina 14-3-3 (30 kDa). (A) 1 -
Extrato proteico ndo induzido; 2-5 Extrato de cultura de células de E. coli BL21 (DE3)
pLysS induzido durante 1, 2, 3 e 4h, respectivamente. (B) Extrato de cultura de
células, apos inducdo com IPTG, rompimento e centrifugacdo para separacdo das
fracOes soluveis e insollveis. 1-Fragfes soluveis; 2- Fracdes insollveis. M- marcador

de massa molecular (kDa).

11.8 Purificacdo da proteina 14-3-3 e analise preliminar da resposta

imune humoral

Aliguotas das eluicdes, recolhidas das colunas de cromatografia com a
proteina recombinante, foram resolvidas por SDS-PAGE, para andlise da
expressdo da proteina 14-3-3 fusionada a cauda de histidina (Figura 14). O
rendimento obtido foi de aproximadamente 2,5mg por 250mL de cultura. A

proteina purificada foi utilizada em ensaios de ELISA.
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Figura 14: Purificacdo da proteina recombinante Cgl14-3-3. 1- Aliquota
fracdo ndo retida; 2-3 Eluicdo com 50mM Imidazol, 4-5 Eluicdo com 100mM de

Imidazol; 6-7 Eluicdo com 250mM de Imidazol; 8-9 Eluicdo com 500mM de Imidazol.

Afim de verificar se a vacina de DNA que produzimos era imunogénica,
realizamos experimento de imunizacdo em modelo animal. Os animais foram
imunizados com o vetor recombinante pcDNA 3.1 (+) + 14-3-3, ou PBS ou vetor
vazio. O sangue foi estocado posterior a cada imunizacéo e utilizado em ensaio
de ELISA para deteccao de anticorpos especificos.

Em relacdo aos resultados referentes as analises de deteccdo de
imunoglobulinas (IgG) por experimentos de ELISA, as comparacdes nos niveis
detectados em relacdo aos padrbes de diluicAo dos soros dos animais
imunizados (1:800, 1:1600, 1:3200, 1:6400) estdo expressas como média *
erro padrdo da média (E.P.M.).

A Analise de Variancia (ANOVA) de uma via pra as diluicbes 1:800
(p=0,123), 1:1600 (p=0,180), 1:3200 (p=0,202) e 1:6400 (p=0,621) n&o
apresentou diferencas significativas nos niveis de imunoglobulinas ap6s 15
dias de imunizacdo com a vacina de DNA contendo a regidao codificadora de

14-3-3 de C. gattii (Figura 15).
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Figura 15. Niveis de imunoglobulinas (IgG) detectadas em amostras
sorolégicas de camundongos imunizados com o plasmideo recombinante
contendo o gene 14-3-3 de C. gattii apés 15 dias de imunizacdo. Os resultados
estdo expressos como média +E.P.M. nas diferentes diluicbes. Fatores de diluigbes:
1:800, 1:1600, 1:3200 e 1:6400. PBS: Grupo controle. Grupo pcDNA3.1(+): Grupo
inoculado com vetor vazio. Grupo pcDNA3.1(+) + 1433: Grupo inoculado com a vacina

de DNA. p>0,05.

Similarmente, a ANOVA de uma via para as diluicbes 1:800 (p=0,852),
1:1600 (p=0,259), 1:3200 (p=0,722) e 1:6400 (p=0,505) ndo apresentou
diferencas estatisticas significativas nos niveis de imunoglobulinas ap6s 45
dias de imunizacdo com o plasmideo recombinante contendo o gene 14-3-3 de

C. gattii (Figura 16).
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Figura 16. Niveis de imunoglobulinas (IgG) detectadas em amostras
sorolégicas de camundongos imunizados com o plasmideo recombinante
contendo o gene 14-3-3 de C. gattii apés 45 dias de imunizacdo. Os resultados
estdo expressos como média = E.P.M. nas diferentes diluicdes. Fatores de diluigdes:
1:800, 1:1600, 1:3200 e 1:6400. PBS: Grupo controle. Grupo pcDNA3.1(+): Grupo
inoculado com vetor vazio. Grupo pcDNA3.1(+)+1433: Grupo inoculado com a vacina

de DNA. p>0,05.

As comparacdes entre os diferentes dias de imunizacao (15 e 45 dias),
em relacdo ao mesmo padrdo de diluicdo e aos grupos experimentais foram
realizadas utilizando o teste de ANOVA de duas vias. Os resultados para as
diluicdes 1:800 (p=0,931), 1:1600 (p=0,600), 1:3200 (p=0,909) e 3:200
(p=0,920) n&o apresentaram diferencas estatisticas entre os grupos (Figura

17).
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Figura 17. Niveis de imunoglobulinas detectadas em amostras
sorolégicas de camundongos imunizados com o plasmideo recombinante
contendo o gene 14-3-3 de C. gattii ap6s 15 e 45 dias de imunizacdo. Os
resultados estdo expressos como média +E.P.M. nas diferentes diluicdes. Fatores de
diluicdes: 1:800, 1:1600, 1:3200 e 1:6400. PBS: Grupo controle. pcDNA3.1(+): Grupo
inoculado com vetor vazio. pcDNA3.1(+)+14-3-3: Grupo inoculado com vacina de

DNA. p>0,05.

A ANOVA de uma via indicou ndo haver diferencas estatisticas
significativas nas medidas de imunoglobulinas sorolégicas, em ambos os dias
analisados e nos diferentes padrées de concentracbes da proteina

recombinante utilizadas 100ng/pL e 500ng/pL (dados nédo apresentados).
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5. DISCUSSAO

Apesar do tratamento anti-retroviral para o HIV ter diminuido o nimero
de casos de criptococose, nos Uultimos anos essa infeccdo fungica foi
responsavel por cerca de 1 milhdo de mortes anuais ao redor do mundo (Park
et al., 2009). Embora a criptococose classica desenvolva o quadro de micose
oportunista afetando pacientes com sistema imune debilitado, em alguns
casos, essas leveduras também afetam individuos imunocompetentes. Essa
heterogeneidade de populacdes que C. neoformans e C. gattii acometem
causa dificuldades para estabelecer um tratamento efetivo (Pappas, 2013). A
imunidade mediada por célula tem papel determinante na defesa do hospedeiro
contra criptococose, porém pouco se sabe sobre antigenos de Cryptococcus
capazes de induzir tal resposta. A caracterizacdo de antigenos proteicos é
importante para selecionar candidatos para o desenvolvimento de vacinas no
controle da criptococose (Jobbins et al.,, 2010; Young et al., 2009). Neste
trabalho, foi realizada a construgdo de uma vacina de DNA utilizando o gene
14-3-3 de C. gattii como estratégia profilatica contra a criptococose. Dentre as
principais metas deste trabalho estavam a construcdo da vacina e

caracterizagdo da sua funcionalidade, a imunizagdo em modelo animal e a

analise preliminar da resposta imune humoral.

As proteinas 14-3-3 além de suas fung¢fes classicas na transducéo de
sinal no citoplasma de células eucaridticas podem atuar em mecanismos de
interacdo entre patégeno e hospedeiro (da Silva et al., 2013; Rodrigues et al.,

2008). Varias estratégias desenvolvidas pelo patdgeno como a apresentacao
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de diferentes moléculas ao hospedeiro promovem vantagem adaptativa para o
fungo dentro do hospedeiro. Em destaque, as proteinas 14-3-3 tém sido
envolvidas em processos como adesdo em Paracoccidoides brasiliensis (da
Silva et al., 2013) e evasédo da resposta imune celular, inibindo a producédo de
oxido nitrico por macréfagos em Echinococcus multilocularis (Andrade et al.,
2004). Da mesma forma essas proteinas podem estar envolvidas em
processos como evasao da resposta imune, atuando no influxo de células
dendriticas quando sensibilizados por antigenos do parasita E. multilocularis
(Margos et al.,, 2011; Zhang et al., 2012). As proteinas também ja foram
encontradas em vesiculas contendo produtos de secre¢cdo relacionados a
patogénese em C. neoformans e E. granulosus (Rodrigues et al., 2008; Virginio
et al., 2012) e determinadas como proteinas imunodominantes para
Cryptococcus em estudos de protedmica (Jobbins et al., 2010; Young et al.,

2009).

Neste trabalho foi realizado a constru¢do da vacina de DNA através da
clonagem da porcao codificante do gene 14-3-3 em vetor de expressdo em
células eucaritticas, pcDNA3.1(+), por insercdo direcional nos sitios BamHI e
Xhol resultando no plasmideo recombinante pcDNA3.1(+) + 14-3-3. Essa
metodologia ja foi utilizada com éxito em outros trabalhos como no estudo da
vacina de DNA utilizando o peptidio P10 derivado de uma glicoproteina
diagnosticado como maior antigeno de P. brasiliensis (Rittner et al., 2012) e
utilizada com eficiéncia nos estudos de vacinas de DNA contra toxoplasmose

(Cui et al., 2012; Liu et al., 2010).

Também neste trabalho foi realizada com sucesso a avaliacdo da
funcionalidade da vacina de DNA realizado por ensaios in vitro de transfeccao
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da vacina em células de epitélio pulmonar. N6és mensuramos o0 nivel de
expressdo do gene 14-3-3 por RT-PCR, em células A459 transfectadas com o
plasmideo recombinante, pcDNA3.1(+) + 14-3-3, a imunogenicidade foi
determinada por gel SDS-PAGE e Western blot. Esta mesma estratégia
metodologica foi utilizada em outros trabalhos na construcdo de um vetor
recombinante utilizando a proteina Hsp70 (Li et al., 2012) e no trabalho que
construiu uma vacina de DNA expressando ureB e IL-12 de H. pilori com o

mesmo objetivo de avaliar a imunogenicidade das vacinas (Xu et al., 2007).

Os resultados da imunolocalizacdo de 14-3-3 de C. gattii demonstram
que a proteina tem distribuicdo pontual na superficie externa da levedura em
concordancia com os trabalhos publicados por Wang (Wang et al., 2012). A
falta de sinal de exportacéo nesta proteina ja relatada em outros trabalhos nos
reforca a ideia de que essas moléculas podem ser secretadas em fusdo com
seus inumeros ligantes por vias de secrecdo. Essas proteinas chaves em
processos celulares tém sido encontradas em vesiculas de secre¢cdo ou na
superficie externa de alguns patégenos possivelmente por apresentarem
funcdes relacionadas a interacdo patdégeno-hospedeiro (Rodrigues et al., 2008;

Virginio et al., 2012).

A proteina 14-3-3 de C. gattii apresentou altos indices de antigenicidade
na predicdo realizada pelo programa Protean (DNASTAR — Lasergene), porém
esta proteina ndo demonstrou ser antigénica nos ensaios de ELISA. As
andlises estatisticas ndo revelaram diferenga nos titulos de anticorpos IgGs
totais dosados entre o0 grupo de camundongos imunizados com a vacina de
DNA contendo o gene 14-3-3 e 0 grupo controle nas diferentes concentragbes
de soros utilizadas. As diferentes concentracbes de proteina 14-3-3
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recombinante (100ng/uL e 500ng/pL) também ndo alteraram o perfil de
imunoglobulinas de forma geral. Isso demonstra a importancia da avaliagdo

bioldgica para a determinacéo da antigenicidade.

Varios fatores podem alterar e aumentar a eficiéncia da imunizagdo por
vacina de DNA.. Um dos fatores determinantes para o potencial de uma vacina
de DNA é o mecanismo de entrega do vetor recombinante dentro das células
eucaridticas. A imunizacao via injecdo intramuscular como foi realizado neste
trabalho estd em concordancia com o estudo de vacina de DNA utilizando o
gene Hsp65 contra paracocidiomicose (Ribeiro et al.,, 2009). Outras
metodologias de entrega tém sido aprimoradas como no estudo que retrata o
aumento da resposta celular e humoral por imunizagéo via bombardeamento

em modelo animal (Cai et al., 2013).

A disponibilidade tecnoldgica atual tem aprimorado a entrega do
plasmideo vacinal, a metodologia Needle-Free tem demonstrado aumento da
resposta imune via células T CD8" na imunizacdo de forma mais efetiva
(Graham et al., 2013). Vacinas de DNA utilizadas em humanos contra o virus
influenza tem demonstrado eficacia por ambas as rotas de entrega da vacina,

intramuscular ou intradérmica (Ledgerwood et al., 2012).

A imunizacdo por entrega através de particulas apresenta resultados
satisfatérios principalmente através de parametros como velocidade e
distribuicdo espacial da entrega da vacina em modelo animal via administragédo
de particulas de ouro contendo DNA imobilizado (Dean et al., 2003; Liu et al.,

2007; Zhang et al., 2003). Sendo assim a sele¢cdo de uma nova técnica de
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entrega da vacina de DNA pcDNA3.1(+)+ 14-3-3 poderia aumentar a eficiéncia

da vacinacéao.

Em relacdo a administracdo de adjuvantes, estudos tém mostrado
resultados promissores no aumento da efetividade das vacinas, por
estimulacdo da resposta imune mais vigorosa conferindo protecdo contra
determinada doenca. Essas adjuvantes compreendem CpG
oligodeoxinucleotideos, citocinas como IL-1 e IL-2, adjuvantes derivados do
aluminio, carboidratos que podem atuar como complexos imunomoduladores,
reforco na apresentacdo do antigeno, inducdo e citotoxicidade por células T

(Gupta et al., 2013; Luo et al., 2012; Mohan et al., 2013).

A escolha e manipulacdo do antigeno também é fator determinante na
inducdo da resposta imune. Estudos recentes tém demonstrado bons
resultados no ramo da vacinacdo moderna através da manipulacédo estrutural
de antigenos para conferir protecéo, a predicéo de epitopos mais imunogénicos
que induzem anticorpos mais especificamente estdo sendo catalogados
através de predi¢cdes por bioinformatica estrutural (Kulp e Schief, 2013; Thomas

et al., 2011).

As vacinas de DNA sdo mais seguras e estaveis que metodologias
convencionais como a utilizacdo de patdégenos atenuados, apresentam baixos
riscos de integracdo no DNA gendmico (Wang et al., 2004), porém o
melhoramento continuo da efetividade da vacinacdo por DNA deve ser
investigado continuamente, através da variacdo e manipulacao dos fatores ja

mencionados.
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6. CONCLUSOES

- A proteina 14-3-3 esta possivelmente associada a parede celular de C. gattii.

- A vacina de DNA contendo a regido codificante do gene 14-3-3 de C. gattii

nao foi capaz de induzir resposta imune humoral em modelo animal.

- Este trabalho contribuiu para o estudo da imunogenicidade da proteina 14-3-3
de C. gattii fornecendo subsidio para estudos com outros modelos animais

utilizando a mesma estratégia profilatica.
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7. PERSPECTIVAS

Dentre as perspectivas para este estudo estdo a determinacdo de
citocinas como IL-10, TNF-a, IFN- y, o0 mapeamento dos epitopos com maior
potencial imunogénico da proteina 14-3-3 por andlise estrutural da proteina.
Outra perspectiva deste trabalho é realizar a avaliagdo da resposta imune
humoral utilizando a vacina de DNA no contexto terapéutico através de

imunizacdes seguido de infeccéo por C. gattii.
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