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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Mediadores Lipidicos na Resposta Imune Inata e Adaptativa

Os mecanismos responsaveis pelo desenvolvimento da imunidade inata e da
adaptativa e das interacOes entre elas sdo modulados por uma variedade de moléculas
secretadas por diferentes células do sistema imune e ndo imune. Entre essas moléculas
destacam-se os mediadores lipidicos que apresentam grande impacto na indugdo da
liberacéo de citocinas, na diferenciacéo celular, na apoptose ™ e ainda estéo envolvidos
na modulacéo da intensidade e duragé@o da resposta inflamatoria, e também na regulacéo
das funcdes dos linfocitos B e T ©@. Os mediadores lipidicos: prostaglandinas,
tromboxanas, leucotrienos e lipoxinas chamados coletivamente de eicosandides sao uma
importante classe de moléculas biologicamente ativas resultantes do metabolismo do

4cido araquiddnico (AA) 9.

Os é&cidos graxos sdo os precursores do AA e se encontram distribuidos em
todos os tecidos, principalmente nas membranas celulares e nucleares, e nas células de
gordura. Desempenham importante funcdo na conformacdo da membrana celular, nos
processos metabdlicos e na producdo de eicosandides . Entre os é&cidos graxos
destacam-se os &cidos graxos poliinsaturados (PUFAs) dmega 3: acido a-Linolénico
(LNA) e &cido eicosapentaenoico (EPA), e dmega 6: acido linoléico (LA), acido
docosahexaenoico (DHA) e o acido araquidénico (AA) que apresentam varios efeitos
sobre a resposta imune e inflamatoria ® ®. O EPA e principalmente o AA constituem
substratos para a sintese dos eicosandides V. O AA é liberado dos fosfolipidios da
membrana celular ou nuclear por meio da agéo da enzima fosfolipase A2 (PLA;) em
resposta a uma série de estimulos ndo especificos como mediadores proinflamatorio-
inflamatdrios e outros estresses. O AA liberado sofre acdo de enzimas como as
ciclooxigenases (COX) liberando prostandides como prostaglandinas (PGs) e
Tromboxanos (TXA,), ou as lipoxigenases (LO) que geram leucotrienos (LTs), acidos
hidroperoxieicosatetraenéicos (HPETES) e lipoxinas (LXs) ® (Fig. 1). Em conjunto
esses eicosandides estdo envolvidos na manutencdo da homeostasia, na regulacdo da
pressao sanguinea, na funcdo renal, na reproducdo dos mamiferos, bem como na defesa

do hospedeiro ©.
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Figura 1: Esquema representativo da sintese de eicosandides. Alterado de Harizi &
Gualde, 2005; Haeggstrom & Funk, 2011.

Dentre os eicosandides sintetizados, as prostaglandinas (PGs) e os leucotrienos
(LTs) tém merecido atengédo por desempenharem um importante papel na modulagéo da
resposta imune em diferentes infeccdes o'V, As células da imunidade inata como
macrofagos teciduais, células dendriticas (DCs) e neutrofilos (PMNSs) sdo as maiores
produtoras de eicosanoides 2. A producdo enddgena desses mediadores inflamatorios
por células apresentadoras de antigenos (APCs) pode estar relacionada a um importante
mecanismo pelo qual essas células modulam suas préinflamatérioprias funcdes e as
funcbes de outros tipos celulares, como células T, células B e células natural killer
(NK) ).

Contudo, para que os eicosandides possam exercer suas funcbes bioldgicas,

esses mediadores ligam-se a receptores especificos presentes em células da imunidade
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inata e adaptativa ® . Essas células s&o estimuladas por padrées moleculares associados
a patogenos (PAMPS) ou outros estresses e produzem citocinas que tem parte de sua
producdo e atividade controlada por mediadores lipidicos, principalmente PGE,, LTB, e
LTC, ™.

1.2. Prostaglandinas (PGs)

As PGs sdo moléculas derivadas do acido araquidénico (AA) por acdo das
enzimas ciclooxigenases (COX-1 e COX-2), sendo a COX-1 a forma constitutiva
presente em muitos tipos celulares, particularmente no estbmago, intestino, rins e
plaquetas (Smith & Dewitt, 1996) e a COX-2 a forma induzida condicionada a
estimulos inflamatérios ™ ). Em resposta a varios estimulos esse grupo de mediadores
lipidicos que incluem PGD,, PGE,, PGF,, PGl, PGJ, e TXA,; sdo liberados e exercem
suas atividades ligando-se a receptores especificos: receptor de prostaglandina D (DP),
receptor de prostaglandina E; 234 (EP1, EP2, EP3 e EP4), receptor de prostaglandina F
(FP), receptor de prostaglandina I (IP), receptor de prostaglandina J (JP) e receptor de
tromboxana (TP) ®®. As TXA, sdo potentes mediadores da formacdo e agregacdo
plaquetaria *"'® e apresentam efeitos inflamatérios *° 2% 2Y, As PGs além do seu papel
em processos inflamatorios como febre, hiperalgesia e edema, também regulam uma
variedade de eventos celulares da resposta imune, particularmente a PGE, desempenha
um importante papel modulador sobre as func¢des das células da resposta imune inata e

adaptativa @2,

No que se refere a resposta imune inata, estudos pioneiros mostraram o papel
supressor da PGE; sobre a fagocitose e secrecdo de enzimas lisossomais por neutrofilos
3 Esse mediador ainda atua sobre macréfagos alveolares inibindo a sua capacidade
fagocitica “*?). Outros estudos mostraram que a alta producdo de PGE, apés o
transplante de medula 0ssea é um fator critico para a diminui¢cdo da resposta imune
contra patdgenos. Nessas condigcOes, esse mediador além de inibir a fagocitose atua
sobre a capacidade bactericida de macrofagos alveolares e a capacidade bactericida de
neutréfilos, assim como a producdo de TNF-o ®). Os efeitos da PGE; sobre a atividade

bactericida das células fagociticas, envolve a reducdo do metabolismo do oxigénio 7).

Ainda no que se refere a resposta imune inata, a PGE; inibe a atividade
citolitica das células NK @ 2% Esse efeito supressor sobre as células NK envolve a

atuacdo da PGE; sobre citocinas importantes para a ativacdo dessas células como a IL-
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12, 1L-18 ®9 ¢ |L15 @Y. A PGE, ainda inibe as atividades imunoregulatérias das células
NK. Nesse sentido, essas celulas podem se diferenciar em células com alta capacidade
de migracéo aos linfonodos e produzirem IFN-y ap6s exposicdo as células dendriticas
(DCs) ou apds receber sinais de ativacdo de células T CD4" e ainda de promoverem a
producdo de IL-12 por DCs, e consequentemente o desenvolvimento de respostas
envolvendo células CD4" e células CD8" citotoxicas. Esse processo é altamente

induzido por 1L-18, mas bloqueado pela PGE; ©?.

A PGE, também desempenha um importante papel modulador sobre a resposta
imune adaptativa, desde a fase de inducéo até a de efetuacdo dessa resposta. Embora o
seu efeito preponderante sobre o desenvolvimento da resposta imune adaptativa, seja o
de supressdo, alguns trabalhos mostram que a adicdo de PGE, a um coquetel de
citocinas como TNF-a, IL-13 e IL-6 aumenta consideravelmente o processo de
maturacdo das DCs com consequente aumento da sua capacidade de migracdo aos
tecidos linfoides secundarios, assim como a de expressar moléculas coestimulatorias e
de ativar células T. Assim, DCs cultivadas na presenca das citocinas citadas acima +
PGE, tornam-se 6timas células indutoras de células CD4*/CD8" produtoras de IFN-y ©*
34.%) No entanto, outros trabalhos tém demonstrado que DCs diferenciadas na presenca
de PGE,, apresentam inibicdo da capacidade de induzir uma resposta do tipo Th;, de
células T citotdxicas ou de NK, enquanto aumenta respostas do tipo Th,, sendo esse

2 @630 Esse mediador ainda

efeito mediado pela supressdo da producdo de IL-1
suprime diretamente a fungdo das células T inibindo a producdo de IL-2 ©®® e a
expressao do seu receptor . Inibe ainda os niveis da proteina JAK3 “9 ¢ a expressdo
do receptor para IL-12 “Y. Além desse efeito supressor inespecifico sobre as células T,
esse eicosanodide regula o balanco entre as atividades das células Th; e Th, em favor de
uma resposta do tipo Th,, uma vez que ele seletivamente inibe a producdo de citocinas
de padrdo Thy como o IFN- y, mas n&o as de padrdo Th, como IL-4 e IL-5 ¢ ),
Adicionalmente a PGE; por alterar o balanco IL-12/IL-23 em favor da IL-23, promove

diferenciacéo das células T em Thy; @4 454647, 48)

A PGE; ainda inibe a atividade de células T CD8" citotdxicas indiretamente
por induzir DCs ndo produtoras de IL-12 “9 e diretamente, atuando sobre a indugéo de

atividade dessas células ® %V e sobre a capacidade dessas células ja totalmente
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diferenciadas em interagirem com seus alvos ®* *¥. A PGE, também diminui a

producéo de IFN- y pelas células CD8" ¥,

Além desse efeito supressor sobre as células efetoras da resposta imune, varios
trabalhos tém demonstrado que esse mediador pode induzir a diferenciacdo de células
que suprimem a resposta imune, como as Tregs, tanto em processos tumorais ©° %
como em outros de imunosupressdo ©”. O mecanismo de ac&o nesse caso envolve o
aumento da expressédo do gene para o fator de transcricdo FOXP3 ®8 A PGE, pode
mediar também a atividade das Tregs ©® e expandir as populagdes dessas células
preexistentes, provavelmente por aumentar a interacdo dessas células com as DCs %9,
Durante o desenvolvimento de processos tumorais a PGE, ainda pode induzir o
actmulo e retencdo de células supressoras de origem mieldide (MDSC) ©? que tem
capacidade de bloquear a imunidade adaptativa inibindo a ativacio de células CD4" e

CD8" (63.64.65.66) o 5 imunidade inata inibindo as células NK ©7.

A PGE,, liberada pelas células tumorais é ainda capaz de induzir macr6fagos

0 ©8 89 Esse eicosandide ainda

teciduais a liberarem grandes concentragdes de IL-1
inibe a migracdo de mondcitos em resposta a estimulos quimiotaticos e a capacidade
dessas células de aderirem as células endoteliais, provavelmente via modulacdo do

receptor CCR5 e da beta 2 integrina Mac-1 %,

Os efeitos da PGE, citados acima, de carater nitidamente supressor sobre a
resposta imune, tém levado os pesquisadores a investigar o papel desse mediador nos
mecanismos de imunossupressdo detectados em vérias infec¢fes. Assim, estudos
utilizando inibigdo farmacologica ou delecdo genética da enzima COX demonstraram
uma substancial melhora da infec¢do in vivo e/ou aumento das funcdes das celulas
fagociticas in vitro, em infecges por véarias bactérias como Klebsiella pneumonia 4
Pseudomonas aeruginosa (" e Sreptoccoccus pneumonia % ™. Edwards et al., 1986
4 demonstraram que em camundongos infectados com Mycobacterium avium
intracellulare, a PG suprime a producdo de IFN-y pelos linfocitos com consequente
inibicdo da atividade microbicida de macrofagos. Da mesma forma, camundongos
infectados com Mycobacterium leprae liberam PGE,, que atua como um modulador
negativo enddgeno da resposta imune que ocorre no microambiente da reacao
granulomatosa induzida por esse microorganismo ). Estudos em modelo experimental

murino de tuberculose, demonstraram uma participagdo significativa da PGE, na
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patogénese da tuberculose pulmonar, uma vez que durante a fase inicial da infeccdo,
foram detectadas baixas concentracdes de PGE; associadas a expressdo da enzima 6xido
nitrico sintase induzivel (iNOS), permitindo o controle do crescimento do bacilo. Ja,
durante uma fase mais tardia da infecgdo, altas concentracbes de PGE, estiveram
associadas com diminuicdo da expressdo de IFN-y, TNF-a, INOS e alta expressao de
IL-4, permitindo a progressio da doenca ®. Farrel & Kirkpatrick, 1987 "),
demonstraram que células esplénicas de camundongos infectados com Leishmania
major produzem elevados niveis de PGs associados a exacerbacdo da doenca cutanea e
depressdo da resposta linfoproliferativa a Concanavalina-A (ConA). Alguns autores
demonstraram que camundongos BALB/c infectados com L. major, susceptiveis a
infeccdo, desenvolvem resposta imune preferencialmente mediada por células Th,. No
entanto, quando tratados com indometacina passam a desenvolver resposta do tipo Th;,
mostrando o efeito da PGE, na inducdo de resposta ndo protetora mediada por Th, ®.
Da mesma forma, tratamento com Glycyrrhizic acid de camundongos infectados com
Leishmania donovani que induz uma diminuicdo da expressdo da COX-2 em
macrofagos infectados, resultou em um aumento da expressdo de Nosintase, IL-12 e
TNF-a e na inibi¢do de IL-10 e TGF-B, aumento da proliferacdo de células T e
diminuicdo da carga parasitaria no figado e bago. Esses resultados comprovam o papel

imunossupressor da PGE; em infec¢es por Leishmania .

Schleifer & Mansfield, 1993 ©® demonstraram que a ativacdo de macréfagos
durante a infec¢do por Trypanossoma brucei rhodesiense leva a liberacdo de Oxido
nitrico (NO) e PGs que inibem a resposta proliferativa de células T durante a infecg&o.
De forma semelhante, Pinge-Filho et al., 1999 ®V demonstraram que grandes
quantidades de PGE,, TNF-a e NO séo produzidas durante a infeccdo por T. cruz e que
esses mediadores participam de um circuito que controla as respostas de
linfoproliferagdo e de citocinas a infec¢do por esse microorganismo. Assim, 0 TNF-a
estimula a sintese de PGE,, e 0 NO inibe a sintese de TNF-a.. A inibicdo combinada de
PGE; e do NO restaura a capacidade proliferativa das células em resposta a ConA. Da
mesma forma, o tratamento durante a infeccdo com melatonina e meloxicam inibem a
producdo de PGs e NO com conseqliente aumento da resposta Th; e reducdo da
parasitemia ©®?. Barros-Mazon et al., 2004 ®® demonstraram que existe uma regulagio
diferenciada da resposta linfoproliferativa a antigenos do T. cruzi em pacientes com a

forma cardiaca ou indeterminada da doenca de Chagas. A IL-10 est4 envolvida na
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supressao da resposta em pacientes com a forma cardiaca, enquanto que as PGs regulam
a linfoproliferacdo de células tanto de pacientes com forma cardiaca, como

indeterminada da doenca.

1.3. Leucotrienos (LTs)

Os LTs assim como as PGs também sdo moléculas derivadas do AA, porém
por acdo das enzimas lipoxigenases 5 (LO-5), 12 (LO-12) e 15 (LO-15) em conjunto
com uma proteina auxiliadora, a 5-LO-activating protein (FLAP), sendo que a LO-5 é
responsavel pela sintese de LTB4 e a LO-12 e LO-15 sdo responsaveis pela sintese de
lipoxinas A (LXA,) ©). Esses metabdlitos sio formados a partir de um hidroperéxido
(5-HPETE) o qual é transformado em leucotrieno A; (LTA,). Este, por sua vez, é
instavel e pode sofrer hidrolise enzimatica gerando leucotrieno B4 (LTB4) ou entdo
receber um residuo de glutationa gerando o leucotrieno C4 (LTC4). A retirada
enzimatica do &cido glutdmico do LTC, d& origem ao leucotrieno D4 (LTD,) e com a
retirada da glicina do LTD, forma-se o leucotrieno E4 (LTE,) ®*. Eles estdo divididos
em duas classes: 0 LTB4 que é o mais potente mediador quimioatraente e o cisteinil-
leucotrieno (Cys-LT) LTC,4, LTD,4 e LTE4 que sdo poderosos agentes espasmogénicos

®5) para exercer as suas funces bioldgicas esses mediadores lipidicos ligam-se &

receptores especificos: BLT1 e BLT2, e CysLT1 e CysLT2, respectivamente ¢ 878889,

Essa ligacdo é mediada pela proteina G ©° 9%,

Diferentemente das PGs, os LTs sdo predominantemente sintetizados em
leucdcitos, principalmente em granuldcitos, mondcitos/macréfagos, mastdcitos e DCs
®2)Os mastécitos e os eosindfilos sintetizam principalmente cysLTs, e os neutréfilos,
0s macréfagos e as DCs secretam LTB, ©® Os LTs foram identificados inicialmente
como potentes agentes estimuladores da quimiotaxia e adesdo de leucécitos as células
endoteliais, com consequente aumento da migracio de neutrofilos 4 9 9. 97. 98, 99, 100)
No entanto, varias outras fun¢Ges moduladoras tanto sobre a resposta imune inata,
quanto sobre a adaptativa tem sido atribuida a esses mediadores nos tltimos anos V.
Nesse sentido, os neutréfilos, os mondcitos e os macrdéfagos produzem LTs, a0 mesmo
tempo em que respondem a esses mediadores. O LTB, induz o recrutamento de

s 1%, produgdo de TNF-a ‘¥ e redugdo de MCP-1 por

macrofagos e mondcito
mondécitos . Da mesma forma o LTC, e LTD, induzem a liberagdo de MCP-1 e seu

receptor, 0 CCR2B %), de TNF-o. e metaloproteinase °® por essas células, resultados
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que reforcam o papel desses leucotrienos nas funcbes de mondcitos e macrofagos no

processo inflamatdrio.

Outros numerosos estudos com modelos in vitro e in vivo, tém revelado o
importante  papel desses mediadores no aumento da fagocitose por
mondécitos/macréfagos 0 18 199 o neytrofilos 19 Além da fagocitose, esses
mediadores aumentam a capacidade microbicida dessas células contra varios

(111, 112, 113 114, 115, 116)

microrganismos . Esse efeito dos LTs estd associado a sua

capacidade de estimular os mecanismos efetores das células fagocitcas, como o
metabolismo oxidativo. Nesse sentido, esse mediador promove a geracdo de NO por
neutréfilos ™" ¥ e macréfagos humanos ¥ e dos metabdlitos do oxigénio em

s (2012 Eotimula ainda a liberagdo de enzimas lisossomais % % e de

(124, 125, 126) o oc

neutrofilo
peptideos antimicrobianos por neutrofilos, como as o-defensinas

catelicidinas %5127,

As DCs também produzem e respondem aos leucotrienos ?®. O LTB,
promove a migracdo das DCs maduras e imaturas aos sitios inflamatorios e aumenta a
funcdo e expressdao do receptor para quimiocina CCR7, envolvido no acumulo e
organizacdo dessas células e das células T nos linfonodos %, O LTB, também esta
envolvido na indugdo de IL-12 pelas DCs, mostrando o importante papel desse
mediador na instruc&o de uma resposta do tipo Th; “*%. Além do LTB,, 0s CYSLTs tem
uma importante participacdo na circulacdo de DCs para o sitios de encontro com o

antigeno, assim como para os linfonodos 132,

No que se refere a resposta imune adaptativa, o LTB, especificamente, € um
importante mediador para o recrutamento de linfocitos T efetores dos orgaos linfoides
para os tecidos periféricos 3%, Adicionalmente, modula a ativagdo e adesdo de

células B por aumentar a expressdo de CD23 e CD54, respectivamente 3%,

Os estudos citados acima, mostrando as a¢Oes estimuladoras dos LTs sobre a
resposta imune, associados aos achados que varios microrganismos induzem a producao
de LTs, chamam a atencdo para o papel desses mediadores na protecdo contra as

diversas infecgoes © 139,

Neste contexto, trabalhos pioneiros mostraram que LTB, adicionado a cultura

de macrofagos murinos peritoneais aumentou a capacidade dessas células fagocitarem e
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destruirem Salmonella typhimurium e Pseudomonas aeruginosa 2. Outros estudos
demonstraram um aumento na producdo de LTs por macrofagos de camundongos
infectados por Klebsiella pneumonia. Esse aumento esteve associado ao aumento da

fagocitose, atividade microbicida e ativacéo da enzima NADPH oxidase #1130,

Coffey et al., 2004 !, observaram que a sintese de LT endégeno por PMNs
apos a fagocitose de Mycobacterium bovis tem um importante papel na capacidade
bactericida destas células. Em relacdo aos virus, Chen et al., 2001 ®” mostraram que
0s LTs desempenham um importante papel na protegdo contra a encefalite causada pelo
virus da estomatite vesicular e na inibicdo da reativagdo do citomegalovirus apés
transplantes de medula ®*®. Esse mediador também é importante na defesa contra o
virus da AIDs, pois pacientes com baixos niveis de CD4 apresentam uma expressao
diminuida de 5-LO e FLAP ®*9_ Adicionalmente a administracdo de LTB, a pacientes
induziu aumento de dois peptideos anti-HIV importantes como as a-defensinas e a
(MIP)-1 beta (macrophage inflammatory protein), que evita a entrada do HIV e/ou inibe

a sua replicacio %Y.

O papel protetor dos leucotrienos foi identificado também em infeccdes por
protozoarios e helmintos e envolve a a¢do desses mediadores sobre a resposta imune
inata e adaptativa que inclui o aumento da atividade microbicida de macréfagos, a
inducdo da quimiotaxia de células CD4 e da producéo de citocinas de perfil Thy como o
IFN-y. No caso da infeccdo por helmintos, os LTs séo produzidos por eosindfilos e
mastocitos e especificamente os CysLTs contribuem para a expulsdo desses
microrganismos aumentando a producdo de muco, contragdo da musculatura lisa
intestinal e aumento da permeabilidade das células endoteliais. O LTB, induz
quimiotaxia de células CD4 e regula a producdo de IL-5 por essas células, assim como

recruta e ativa eosinéfilos, importantes na destruicdo dos helmintos 9.

Os primeiros trabalhos sobre o papel dos LTs na infeccdo por protozoarios
foram realizados com Leishmania e mostraram que células esplénicas e macréfagos de
camundongos infectados produzem LTC, in vitro % 2 Camundongos resistentes a
Leishmania amazonensis produzem maiores niveis de LTB4 quando comparados a
cultura de células dos animais suscetiveis que produzem niveis baixos desse mediador.
Adicionalmente, maiores niveis de leucotrienos nos camundongos resistentes estiveram

associados a maior producdo de NO e atividade leishmanicida de macréfagos *2. No
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caso da toxoplasmose, os primeiros estudos mostraram que macréfagos peritoneais
infectados in vitro com taquizoitos de Toxoplasma gondii liberam concentracdes
substanciais de LTC, e D+ “*Y. Por outro lado, macréfagos de camundongos resistentes
ndo liberam LTs apds a fagdcitose de T. gondii “*®. Outros estudos com macréfagos
humanos mostraram que o toxoplasma inibe a producdo de LTB, por essas células. Essa
inibicdo representa um mecanismo de escape do parasita demonstrando o importante
papel desempenhado por esse mediador na atividade anti-toxoplasma induzida pelo
IFN-y ™). Os leucotrienos também exercem um importante papel protetor na infeccdo
pelo T. cruz. O LTB4 e O LTC4 aumentam a atividade fagocitica e microbicida de
macréfagos incubados com as formas tripomastigotas do protozoario *® 9. Talvani et
al., 2002 19 descreveram que a adicdo de LTs nas culturas de macréfagos peritoneais
murinos, induzem producdo de NO, aumento da sintese de TNF-a e da atividade
microbicida contra o T. cruzi. Outros estudos mostraram que apesar dos LTS
desempenharem um papel ndo protetor durante a infeccdo chagasica participando do
stress oxidativo dos eritrocitos mediado por NO, podem desempenhar ao mesmo tempo
um papel protetor participando do controle do parasitismo cardiaco durante a fase aguda
da infeccdo *®). Estudos mais recentes tem confirmado o papel dos LTs no controle da
parasitemia, mediado por NO durante a infeccio ®".

Em relagdo aos helmintos, trabalhos tém mostrado que o LTC,s e LTB4
liberados por mastocitos intestinais participam de uma resposta protetora contra
Trichinella spiralis, induzindo rapida expulsdo desse helminto, provavelmente devido
aos efeitos do LTC, aumentando a contracdo de musculatura lisa, permebilidade
vascular, secrecdo de muco, e do LTB4 no recrutamento e ativacdo de ceélulas
inflamatérias ““®). Nas infeccdes por Strongilides venezuelensis, o LTB, esta
envolvido no aumento da producdo de IgE e IL-5 e o conseqliente controle da carga
parasitaria ““9. Os LTs ainda tem um importante papel na inflamacéo eosinofilica
durante a infeccdo por Toxocara canis, por induzirem o recrutamento de leucdcitos e
modularem a expressdo de moléculas de adesdo 150 O LTB, aumenta a destruicao

mediada pelo sistema complemento da larva de S. mansoni por neutréfilos e eosindfilos
(151)

No que se refere a infeccBes flngicas, os estudos sobre o papel dos
leucotrienos tem sido realizados principalmente na histoplasmose (152 11 153, 154, 155, 156)

Nesse sentido, trabalhos iniciais mostraram que os leucotrienos estdo envolvidos no
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recrutamento de leucdécitos induzidos pelo Histoplasma ou componentes de sua parede
(152) Adicionalmente, mostraram que a administracdo de MK886, um inibidor da sintese
de leucotrieno, induz alto indice de mortalidade em camundongos infectados, ao mesmo
tempo em que diminui a sintese de IL-2, IL-5 e IL-12 e IFN-y ™. Outros estudos
mostraram que a prote¢do de camundongos imunizados com antigenos de Histoplasma
esteve associada com aumento na producdo de LTB, e IFN-y, assim como recrutamento
de células T de meméria no pulmido “*®. Estudos recentes mostraram que animais
nocautes para a lipoxigenase apresentam maior carga fungica no pulmé&o, diminuigdo na
capacidade fagocitica dos macrofagos, da producdo de NO e na geracdo e recrutamento
de células T efetoras ao pulmdo ®®. O papel dos LTs também tem sido estudado nas
infeccdes por Candida. Estudos iniciais mostraram que o fungo estimula macrofagos a
liberarem LTB,4 e LTD, via seus componentes de parede como a beta-glucana e a alfa-
manana “®”). Trabalhos mais recentes mostraram que LTB,4 e CysLTs liberados por
macrdfagos alveolares em resposta Candida albicans, estdo envolvidos no aumento da
fagocitose e destruicdo do fungo por essas células, por um mecanismo que envolve
ativacdo da enzima NADPH oxidase. Adicionalmente, os resultados mostraram que 0
LTB, aumenta a fagocitose mediada pelos receptores de manose e o dectina-1, enquanto

que 0 LTD, é necessério para que ocorra uma 6tima resposta via dectina-1 2.

1.4. Eicosanoides e paracoccidioidomicose

Os trabalhos avaliando os efeitos moduladores dos eicosanoides na PCM s&o
bastante escassos. Estudos pioneiros foram realizados em relagéo ao efeito das PGs. Os
resultados mostraram que durante a infeccdo experimental pelo fungo ocorre uma
grande liberagdo de PGE; que medeia a imunossupressao em fases precoces da infecgédo
por um mecanismo dependente de IL-4 e 1L-10 **. Com relagdo aos efeitos dos LTs na
PCM, um trabalho demonstrou que a infecg¢do in vitro ou in vivo com o P. brasiliensis
induz a producédo de LTs. Nesse estudo, camundongos susceptiveis (B10.A) apresentam
maiores niveis de LTs nos pulmdes bem como aumento da infeccdo, quando
comparados com 0s animais resistentes. Além disso, foi avaliado o efeito do inibidor de
LTs (MK-0591) na infeccdo in vitro e in vivo com o P. brasiliensis. O tratamento de
macrofagos alveolares com MK-0591 reduziu significantemente a recuperacdo de
células leveduriformes do fungo. Por outro lado, o tratamento in vivo dos animais com

MK-0591 néo alterou a severidade da PCM pulmonar. Assim, 0s autores sugerem que
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os LTs atuam na resposta de macr6fagos ap6s a interacdo com o fungo, como

importante modulador da resposta destas células em murinos

Nos ultimos anos, estudos em nosso laboratério tém avaliado o papel
modulador desses eicosandides sobre as atividades antifungicas de mondcitos humanos.
Os resultados mostraram que o P. brasiliensis induz mondcitos humanos a produzirem
PGs que inibem a atividade fungicida dessas células. O mecanismo de ac¢do das PGs
envolve diminuicdo da producdo de TNF-a pelas células, com consequente redugéo dos
niveis de H,O,, 0 metabdlito envolvido na destruicdo do fungo por mondcitos humanos.
Esse efeito inibidor das PGs pode ser revertido pela pré-ativagdo das células com IFN-y
e principalmente TNF-a. ¢ GM-CSF. Essas citocinas induziriam as células a produzir
mais TNF-a e consequentemente mais HpO, %% 262 183 compensando a inibicéo desses
fatores pelas PGs. Além das PGs, estudos preliminares em nosso laboratério, mostraram
que o fungo induz a producdo de LTs que, ao contrario das PGs, modulam

(164 Esses estudos

positivamente a atividade fungicida de mondcitos humanos
demonstraram de forma clara a capacidade do P. brasiliensis de induzir a produgéo de
eicosandides por mondcitos humanos, que de uma forma autocrina modulam a funcgéo
dessas células. No entanto, os estudos devem ser aprofundados no sentido de avaliar o
papel modulador desses mediadores sobre a resposta de outras células importantes para
0 desenvolvimento da resposta imune contra o fungo. Nesse sentido, as células
dendriticas merecem ser avaliadas, pelo seu importante papel no reconhecimento inicial

de patdgenos e na inducao de uma resposta adaptativa no hospedeiro.
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A INIBIC;AO DA PRODUC;AO DE PGE, E LTB,PELAS CELULAS
DEN’DRI'TICAS IND‘UZI~DA PELO Paragoccidioideﬁ bra§iliensis,
ESTA ASSOCIADA A NAO MATURACAO DESSAS CELULAS

Reginaldo K. Fernandes?, Tatiana F. Bachiega? Daniela R. Rodrigues?, Marjorie
de A. Golim®, Luciane A. Dias- Mejicioc, Helanderson de A. Balderramas?, Ramon
Kaneno?, Angela M. V. C. Soares?

Departamento de Microbiologia e Imunologia-Instituto de Biociéncias?, Hemocentro-Hospital
das Clinicas”, Departamento de Patologia-Faculdade de Medicina® -Universidade Estadual
Paulista-UNESP-Botucatu, SP-Brasil

O fungo Paracoccidioides brasliensis é o0 agente etiolégico da
Paracoccidioidomicose, uma micose sistémica, endémica na América Latina. As células
dendriticas (DCs) desempenham papel crucial na deteccdo de patdgenos,
desencadeamento de uma resposta inicial do hospedeiro, assim como na instrucdo da
resposta imune adaptativa. Mediadores liberados pelas DCs, de uma forma autdcrina,
modulam as suas funcgdes. Entre esses, destacamos as prostaglandinas e leucotrienos.
Assim, avaliamos se DCs humanas produzem PGE, e LTB4 em resposta ao fungo, a
participacdo de receptores de reconhecimento de padrdes moleculares (PRRS) nessa
producdo, assim como o papel modulador desses eicosanodides sobre a maturacdo
fenotipica dessas células e a producéo das citocinas IL-6, IL-10, IL-12, 1L-23 e TNF-a.
DCs humanas imaturas (CD14" / CD1a"" / CD83 ') obtidas a partir da diferenciagdo
de mondcitos cultivados com GM-CSF e IL-4 (7 dias) liberaram substanciais
concentracdes de PGE; e LTB,4 que aumentaram significativamente, no caso da PGE,,
com incubagdo com LPS durante 1h, 2h, 4h, 8h, 12h, 18h, 24h ou 48h. No entanto, o0s
niveis de PGE; e LTB, foram significativamente inibidos ap6s o desafio com as duas
cepas do fungo. Ensaios de bloqueio dos PRRS mostraram que o processo de inibicdo
de PGE; envolveu o receptor de manose. Adicionalmente, ensaios de fenotipagem
mostraram que ap6s o desafio com o fungo, as DCs nédo alteraram o seu fendtipo de
imaturas para o de celulas maduras. Assim, detectamos uma clara associacdo entre
inibicdo da produgéo de PGE, e LTB, e a incapacidade do fungo em induzir a
maturacdo de DCs. Ensaios utilizando PGE, ou LTB,; exodgenos confirmaram essa
associacao. Estas células ainda produzem altos niveis de IL-6 em resposta ao fungo,
que, no entanto, nao estiveram associados a inibicdo da producdo dos eisosandides. Ao
contrério, essas DCs ndo produzem IL-10 em resposta ao fungo, provavelmente devido
a inibicdo da producdo de PGE,. A inibicdo desse mediador pode ainda ter sido
responsavel pela inibicdo da produgdo de TNF-o, apesar de termos detectado niveis
substanciais dessa citocina em resposta ao fungo.

Manuscrito redigido de acordo com as normas da revista Infection and Immunity
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INHIBITION OF PGE, AND LTB, PRODUCTION BY DENDRITIC
CELLS INDUCED BY Paracoccidioides brasiliensis IS ASSOCIATED
WITH THE NON MATURATION OF THESE CELLS

Reginaldo K. Fernandes?, Tatiana F. Bachiega? Daniela R. Rodrigues?, Marjorie
de A. Golim®, Luciane A. Dias- MeJicioC, Helanderson de A. Balderramas?, Ramon
Kaneno?, Angela M. V. C. Soares?

Departamento de Microbiologia e Imunologia-Instituto de Biociéncias?, Hemocentro-Hospital
das Clinicas®, Departamento de Patologia-Faculdade de Medicina® -Universidade Estadual
Paulista-UNESP-Botucatu, SP-Brasil

The fungus Paracoccidioides brasiliensis is the etiological agent of
paracoccidioidomycosis, a systemic mycosis, endemic in Latin America. Dendritic cells
(DCs) play a crucial role in the detection of pathogens, triggering an initial response
from the host as well as the instruction of the adaptive immune response. Mediators
released by DCs, by an autocrine way, modulate their functions. Among these, we
highlight the prostaglandins and leukotrienes. We therefore assessed whether human
DCs produce PGE; and LTB, in response to fungus, the participation of recognition
receptors of molecular patterns (PRRS) in this production, as well as the modulating
role of these eicosanoids on phenotypic maturation of these cells and the production of
the cytokines IL-6, IL-10, IL-12, IL-23 e TNF-a. Human immature DCs (CD147/
CD1a""/CD83"") derived from the differentiation of monocytes cultured with GM-
CSF and IL-4 (7 days) released substantial concentrations of PGE2 and LTB4 which
increased significantly in the case of PGE;,, with incubation with LPS for 1h, 2h, 4h, 8h,
12h, 18h, 24h or 48h. However, the levels of PGE, and LTB,; were significantly
inhibited after challenge with two different strains of the fungus. Trials have shown that
blockade of PRRS process involved the inhibition of PGE, mannose receptor.
Additionally, phenotyping assays showed that after challenge with the fungus, DCs did
not change their phenotype of immature cells to mature ones. Accordingly, we detected
a clear association between inhibition of the production of PGE; and LTB, fungus and
inability to induce maturation of DCs. Assays using exogenous PGE, and LTBy
confirmed this association. These cells also produce high levels of IL-6 in response to
fungus, which, however, were not associated with inhibition of the production of
eisosanoides. Rather than that, these DCs do not produce IL-10 in response to the
fungus, probably due to inhibition of PGE; production. Inhibition of mediator may also
have been responsible for inhibiting the production of TNF-a, despite having detected
substantial levels of this cytokine in response to the fungus.

Manuscrito redigido de acordo com as normas da revista Infection and Immunity
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1. INTRODUCAO

A paracoccidioidomicose € uma micose sistémica que se manifesta
endemicamente na Ameérica Latina, sendo predominante em paises como Brasil,
Argentina, Colombia e Venezuela . O agente etiologico dessa micose é o
Paracoccidioides brasiliensis, um fungo imperfeito e dimorfico, que se apresenta sob a
forma de levedura in vivo e quando cultivado a 37°C em meios de cultura enriquecidos
e, na forma de micélio a temperatura ambiente com variacdo de 4 a 28°C. O seu
dimorfismo é crucial na patogenicidade do fungo, pois se acredita que a fonte primaria
de infeccdo seja propagulos micelianos @ presentes no solo e nas plantas que
transportados pelo ar penetrariam no hospedeiro pelas vias aéreas, atingindo
primeiramente os pulmdes, provocando o chamado complexo primario pulmonar. Esse
processo pode evoluir para a cura ou tornar-se latente caracterizando a
paracoccidioidomicose-infeccdo, identificada pela auséncia de sinais ou sintomas
clinicos, embora ocorra o desenvolvimento de uma resposta imune especifica, que pode
ser evidenciada pelo teste intradérmico com paracoccidioidina ©®. Ao contrério, o
processo pode progredir para a paracoccidioidomicose-doenca com consequente
disseminacdo para outros orgdos como figado, baco e adrenais pela via linfo-
hematogénica. As manifestagdes clinicas da micose podem ser agrupadas em dois
padrdes que definem as formas aguda e cronica da doenca. A forma aguda é
habitualmente grave, de evolucdo rédpida e compromete o sistema fagocitico
mononuclear (baco, figado, linfonodos e medula 6ssea). A forma crénica tem duracao
prolongada, instalacdo lenta e gradual e as lesdes permanecem localizadas ou envolvem
mais de um 6rgdo ou sistema * ¥. O estabelecimento da paracoccidioidomicose-
infeccdo ou paracoccidioidomicose-doenca nas suas formas mais ou menos graves
depende principalmente das complexas interagcdes parasita - hospedeiro que podem
resultar em uma resposta imune mais ou menos eficaz por parte deste ultimo. Neste
contexto, estudos em humanos e animais tém mostrado que a resisténcia ao fungo
envolve um padrdo de resposta do tipo Th; e que em animais suscetiveis e pacientes
ocorre um desvio desse tipo de resposta para um padrdo Th, ndo protetor ¢ . Varios
estudos tem identificado em pacientes, alguns mecanismos envolvidos nessa
polarizacdo . No entanto, esses mecanismos merecem ser explorados particularmente

no que se refere a participacdo das células apresentadoras de antigeno (APCs) com as
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quais os trabalhos ainda sdo bastante escassos. As células dendriticas (DCs) sdo criticas
para a deteccdo de patdgenos e no desencadeamento de uma resposta inicial do
hospedeiro. Adicionalmente a natureza da interacdo microorganismos-células
dendriticas constitui um dos principais fatores que instruem o tipo de resposta imune
adaptativa que se desenvolvera posteriormente. Nesse sentido, estudos voltados para a
interacdo do P. brasiliensis com as APCs, em especial as DCs, podem contribuir para o
melhor entendimento dos mecanismos que levam a respostas polarizadas na
paracoccidioidomicose.

Muitos mediadores secretados pelas DCs, de uma forma autdcrina, podem
modular as suas funcBes. Entre esses mediadores as prostaglandinas (PGs) e
leucotrienos (LTs) tém merecido destaque nos Ultimos anos. As PGs e os LTs sdo
eicosandides que desempenham um importante papel na modulacdo da resposta imune
em diferentes infeccdes @ . As PGs sdo moléculas derivadas do acido araquidonico
(AA) por acdo das enzimas ciclooxigenases (COX-1 e COX-2), sendo a COX-1 a forma
constitutiva e a COX-2 a forma induzida. Além do seu papel em processos
inflamatdrios como febre, hiperalgesia e edema, a PGE, regula uma variedade de
eventos celulares da resposta imune “%. No que se refere ao efeito sobre DCs, alguns
trabalhos mostram que a adi¢do de PGE; a um coquetel de citocinas como TNF-a, IL-
1B e IL-6 aumenta consideravelmente o processo de maturacdo dessas células com
consequente aumento da sua capacidade de migracdo aos tecidos linfoides secundarios,
assim como a de expressar moléculas coestimulatorias e de ativar células T. Assim, DCs
cultivadas na presenca das citocinas citadas acima, mais PGE; tornam-se 6timas células

indutoras de células CD4/CDs" produtoras de IFN-y *% 12 13

. No entanto, outros
trabalhos tém demonstrado que DCs diferenciadas na presenca de PGE; ndo induzem
respostas do tipo Thy, de células T citotdxicas ou de NK, enquanto aumentam respostas
do tipo Th,, sendo esse efeito mediado pela supresséo da producéo de IL-12 1),

Os LTs assim como as PGs sdo moléculas derivadas do AA, porém por acao
das enzimas lipoxigenases (LO-5, LO-12 e LO-15). Nesse sentido, os LTs foram
identificados inicialmente como potentes agentes estimuladores da quimiotaxia e adeséo
de leucdcitos as células endoteliais, com consequente maior migracéo de neutréfilos ®
17,1819, 20. 2. 22) 'No entanto, varias outras funcdes moduladoras tanto sobre a resposta
imune inata, quanto sobre a adaptativa tém sido atribuidas a esses mediadores nos
Gltimos anos ©. Especificamente em relacdo as DCs, estudos tem mostrado que essas

células produzem e respondem aos LTs ®¥. O LTB, promove a migracdo das DCs
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maduras e imaturas aos sitios inflamatorios e aumenta a funcéo e expressao do receptor
para quimiocina CCR7, envolvido no acumulo e organizacdo dessas células e das
células T nos linfonodos ®¥. O LTB, também esta envolvido na inducéo de IL-12 pelas
DCs, mostrando o importante papel desse mediador na instrucdo de uma resposta do
tipo Thy ®. Além do LTB,, os CYSLTs tém uma importante participacio na circulacéo
de DCs para os sitios de encontro com o antigeno assim como para os linfonodos % 27,
Os estudos sobre os receptores de reconhecimento de padrées moleculares (PRRs) nas
DCs, envolvidos na producdo dos eicosandides séo bastante escassos ®. No entanto,
estudo recente mostrou que em DCs estimuladas por zimozan ocorre um intenso
metabolismo do AA com producdo principalmente de produtos derivados da atuagdo da
COX-2. Adicionalmente os autores mostraram que os componentes manana ¢ [3-glucana
do zimozan sdo reconhecidos por TLR2, dectina-1, DC-SIGN e principalmente via
associacdo dectina -1 e DC-SIGN (@9 Baseados nesses estudos, objetivamos avaliar se
as DCs humanas produzem PGE; e LTB,4 em resposta ao desafio com cepas de alta ou
baixa viruléncia do P. brasliensis, determinar os receptores de reconhecimento de
padrdes moleculares envolvidos nessa producéo e finalmente avaliar o papel modulador
desses eicosandides sobre a maturacdo fenotipica das DCs por meio da avaliacdo da
expressdo de moléculas de superfice caracteristicas desse processo, e sobre a producgéo
das citocinas IL-6, IL-10, IL-12, IL-23 e TNF-a.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Casuistica

Foi coletado cerca de 50 mL de sangue periférico de 20 individuos saudaveis,
de ambos os sexos, com idade entre 20 e 40 anos, funcionarios do Instituto de
Biociéncias, UNESP - Botucatu. O consentimento dos individuos para participacdo no
presente trabalho foi obtido apo6s informacdo e esclarecimento sobre os objetivos da
pesquisa em questdo, por meio da assinatura de formulario de consentimento. Este
projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Faculdade de Medicina de

Botucatu, sob oficio nimero 375/2011.
2.2. Geragao de DCs humanas a partir de mondcitos do sangue periférico

Células mononucleares do sangue periférico foram obtidas por meio da
separacdo em gradiente de Ficoll-Hypaque (Sigma-Aldrich, ST Louis, MO, USA) com
centrifugacdo a 1500 rpm por 30 minutos. O anel rico em células mononucleares foi
coletado e tratado com tampdo de lise para heméaceas por 5 minutos em temperatura
ambiente. Apds este periodo, a suspensdo celular foi lavada por 2 vezes com meio de
cultura RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) por 10 minutos a 1500 rpm, para total remogéo das
plaquetas. Em seguida, a suspensao foi ressuspensa em meio de cultura RPMI 1640
(Sigma-Aldrich) suplementado com 2 mM de L-glutamina (Sigma-Aldrich), 40 pg/mL
de gentamicina. A contagem, identificacdo e a viabilidade das células mononucleares
foram realizadas por meio da coloragdo com Azul Tripan (aliquotas de 50 pL da
suspensdo celular serdo incubadas com 50 pL da solu¢do do corante a 0,02%). A
concentracéo foi ajustada para 5.10° células/mL com posterior plaqueamento de 2 mL

da suspensdo em placas de macrocultura com 6 orificios.

Apos o plagueamento, as culturas celulares foram incubadas por 2 horas a
37°C em tensdo de 5% de CO2 para aderéncia dos mondcitos. Apds esse periodo, as
células ndo aderentes foram removidas por meio da lavagem das placas com meio de
cultura RPMI 1640 (Sigma-Aldrich). Em seguida, as culturas de mondcitos foram
submetidas ao tratamento com 4 mL de RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) suplementado com
2 mM de L-glutamina (Sigma-Aldrich), 40 ug/mL de gentamicina e 10% de soro bovino
fetal inativado, acrescido de IL-4 recombinante humana (80 ng/mL) e GM-CSF

recombinante humano (80 ng/mL). Ap6s 7 dias de cultivo, as células frouxamente
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aderidas foram recolhidas com auxilio de uma pipeta, lavadas com meio completo e a
concentracdo celular foi ajustada para 1.10° células dendriticas/mL e plaqueadas em
placas de 24 orificios (1,0 mL/orificio) para a realizacdo dos ensaios propostos. Foi
realizada a fenotipagem das células para confirmacdo da diferenciagdo das DCs,
analisando-se a expressdo dos marcadores CD14/CD1a’/CD83", caracteristicos de DC

imatura.
2.3. Cultivo do P. brasiliensis

Foram utilizadas as cepas 18 e 265 de P. brasiliensis (Pb18 e Pb265) mantidas
em nosso laboratdério por meio de cultivo em meio GPY, (2% glicose, 1% peptona e
0,5% extrato de levedura) a 37°C, em tubos de 20 x 20 mm, com subcultivos semanais.

As culturas foram usadas ap6s 5 ou 6 dias de cultivo.
2.4. Obtencao da suspenséo de P. brasiliensis e teste de viabilidade

Células leveduriformes de P. brasiliensis foram cultivadas de acordo com o
item 2.3. ApOs o crescimento, essas células foram coletadas da superficie de cultivo
com auxilio de alga de platina e transferidas para tubos estéreis com pérolas de vidro de
4 mm de diametro e aproximadamente 10 mL de meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich), e
homogeneizadas em agitador de tubos tipo Vortex por 30 segundos. Em seguida, as
suspensdes celulares foram mantidas a 37° C durante 5 minutos para sedimentacédo de
grumos ndo desfeitos durante a agitacdo. Apds este periodo, 0 sobrenadante dessa
suspensdo foi coletado, sendo utilizada uma aliquota para contagem em camara
hemocitométrica tipo Neubauer, utilizando microscopio com contraste de fase. Foram
consideradas como células vidveis as que se apresentaram com aspecto brilhante
(refringente), uma vez que as células mortas apresentam-se com coloragdo escura.

Foram utilizadas as suspensdes que apresentaram pelo menos 95% de viabilidade ©?.

2.5. Desafio das DCs com P. brasiliensis

Células dendriticas geradas conforme item 2.2 na concentragdo de 1.10%/mL
foram desafiadas durante 1h, 2h, 4h, 8h, 12h, 18h, 24h e 48h com Pb18 ou Pb265 nas
concentracbes de 1.10° ou 2.10° leveduras/mL estabelecendo uma relacéo

DCs:leveduras de 10:1 ou 5:1, respectivamente ou com 5 ug/mL de LPS.
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2.6. Imunofenotipagem das Células Dendriticas derivadas de Mondcitos (Mo-DCs)

A imunofenotipagem foi realizada tanto nas DCs imaturas (ndo desafiadas
com o fungo) como nas DCs desafiadas com o fungo ou ativadas com LPS. As células
foram transferidas para tubos Falcon para citémetro (BD - Becton, Dickinson and
Company) e centrifugadas a 1700 rpm por 10 minutos a 4°C. Apés centrifugacéo, as
células foram ressuspensas em 1 mL de solucdo eletrolitica (ISOTON I1). Em seguida,
no caso das células imaturas seguiu-se incubacdo com anticorpos monoclonais anti-
CD14 conjugado com PerCP (Peridinin Chlorophyll Protein Complex) (2 uL), anti-
CDla conjugado com FITC (Fluorescein) (5 pL) e anti-CD83 conjugado com PE
(Phycoerythrin) (5 puL) durante 30 minutos. Para cada teste foi feito um tubo controle no
qual as DCs foram incubadas com anticorpos de controle isotipico marcados com 0s
respectivos fluorocromos dos testes. Ap6s o periodo de incubagdo com 0s respectivos
anticorpos, as células foram centrifugadas a 1700 rpm por 10 minutos para lavagem,
ressuspensas em 450 uL de ISOTON II, fixadas com 50 uL de solucdo de fixacdo
contendo 5% de formaldeido (BD-Becton, Dickinson and Company) e analisadas em
citbmetro de fluxo modelo FACSCaliburTM (BD-Becton, Dickinson and Company),

usando programa CellQuest.
2.7. Expressao dos receptores TLR2, MMR, Dectina-1 e DC-SIGN

Células dendriticas imaturas (sem desafio com o fungo) e DCs desafiadas com
Pb18 e Pb265 foram transferidas para tubos Falcon para citometro (BD - Becton,
Dickinson and Company) e centrifugadas a 1700 rpm por 10 minutos & 4°C. Apos
centrifugacdo, as células foram ressuspensas em 1 mL de solucéo eletrolitica (ISOTON
I1). Em seguida, as células foram incubadas com anticorpos monoclonais anti-TLR2
conjugado com FITC (Fluorescein), anti-Receptor de Manose conjugado com PerCP
(Peridinin Chlorophyll Protein Complex), anti-Dectina-1 conjugado com PerCP
(Peridinin Chlorophyll Protein Complex) e anti-DC-SIGN conjugado com FITC
(Fluorescein) durante 30 minutos. Para cada teste foi feito um tubo controle no qual as
DCs foram incubadas com anticorpos de controle isotipico marcados com 0s respectivos
fluorocromos dos testes. Apos o periodo, as células foram centrifugadas a 1700 rpm por
10 minutos para lavagem, ressuspensas em 450 uL de ISOTON II, fixadas com 50 pL

de solucdo de fixacdo contendo 5% de formaldeido (BD-Becton, Dickinson and
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Company) e analisadas em citdmetro de fluxo modelo FACSCaliburTM (BD-Becton,

Dickinson and Company), usando programa CellQuest.
2.8. Producédo de PGE; e LTB, por DCs desafiadas com Pb18 ou Pb265

Sobrenadantes de culturas de DCs desafiadas ou ndo com Pb18, Pb265 ou LPS
foram coletados e avaliados quanto a producdo dos eicosandides utilizando Kits
comerciais de ELISA Competitivo para dosagem de PGE; e LTB4 (Cayman Chemical
Company, Ann Arbor, MI, USA). Em alguns experimentos, antes do desafio com o
fungo as DCs foram incubadas por 2 horas com anticorpo monoclonal anti-TLR2 (20
uL), anti-receptor de manose (3 uL), anti-Dectina-1 (35 uL) ou anti-DC-SIGN (7 uL), e
avaliadas quanto a producéo dos eicosandides.

2.9. Avaliagdo da expressdo de moléculas MHC de classe Il e moléculas

coestimulatorias na superficie das DCs, por citometria de fluxo

DCs controles (sem desafio) e desafiadas com o fungo foram transferidas para
tubos Falcon para citbmetro (BD - Becton, Dickinson and Company) e centrifugadas a
1700 rpm por 10 minutos a 4°C. Ap6s centrifugacdo, as células foram ressuspensas em
1 mL de solugdo eletrolitica (ISOTON II). Em seguida, as celulas foram incubadas com
anticorpos monoclonais anti-HLA-DR conjugado com FITC (Fluorescein) (20 uL), anti-
CD40 conjugado com PerCP (Peridinin Chlorophyll Protein Complex) (5 uL), anti-
CD80 conjugado com FITC (Fluorescein) (20 uL), anti-CD83 conjugado com PE
(Phycoerythrin) (5 uL) ou anti-CD86 conjugado com APC (Allophycocyanin) (15 uL)
durante 30 minutos. Para cada teste foi feito um tubo controle no qual as células foram
incubadas com anticorpos de controle isotipico marcados com 0s respectivos
fluorocromos dos testes. As células foram centrifugadas por 10 minutos a 1700 rpm
para lavagem, ressuspensas em 450 pL de ISOTON II, fixadas com 50 uL de solucéo de
fixacdo contendo 5% de formaldeido (BD-Becton, Dickinson and Company) e
analisadas em citdmetro de fluxo modelo FACSCaliburTM (BD-Becton, Dickinson and

Company), usando programa CellQuest.

2.10. Avaliacdo da expressdo dos receptores para as quimiocinas CCR5, CCR7 e

CXCR4 na superficie das DCs, por citometria de fluxo

Foi utilizado protocolo semelhante ao descrito acima, com excegdo de que as
células foram incubadas com anticorpos monoclonais anti-CCR5 conjugado com FITC
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(Fluorescein), anti-CCR7 conjugado com PerCP (Peridinin Chlorophyll Protein
Complex) ou anti-CXCR4 conjugado com PerCP (Peridinin Chlorophyll Protein

Complex).
2.11. Tratamento das DCs com PGE; e LTB, exdgenos

Células dendriticas geradas conforme item 2.2 na concentracdo de 1.10°
DCs/mL foram desafiadas durante 48h com Pb18 ou Pb265 nas concentracdes de 2.10°
leveduras/mL estabelecendo uma relagdo DCs:leveduras de 5:1 ou com 5 pg/mL de
LPS. DCs controles (sem desafio) e desafiadas com o fungo foram tratadas com 100
pg/mL de PGE, exdgena ou 100 pg/mL de LTB, exdgeno (Cayman Chemical
Company, Ann Arbor, MI, USA) e avaliadas quanto a expresséo de HLA-DR,
moléculas coestimulatdrias, receptores para quimiocinas e producdo das citocinas IL-6,
IL-10, IL-12, IL-23 e TNF-a.

2.12. Determinacdo da producdo de citocinas por DCs desafiadas com Pb18 ou
Pb265

Apbs os tratamentos das culturas (item 2.11), os sobrenadantes produzidos
pelas DCs controles ou as desafiadas com o fungo ou LPS, na presenca ou auséncia de
PGE; ou LTBy, foram coletados, centrifugados a 400 g, e as aliquotas desse material
conservadas a -80°C até 0 momento de sua utilizacdo para a dosagem das citocinas IL-6,
IL-10, IL-12p70 e TNF-a utilizando kits comerciais para ELISA DuoSet (BD OptEIA-
Becton, Dickinson and Company) especifico para cada citocina, e a 1L-23 dosada por
meio do kit comercial ELISA DuoSet (R&D Systems).

2.13. Andlise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada com o auxilio do software Graphpad Prism
5.01. Diferencas significativas entre os diversos grupos foram determinadas pelo teste
de Andlise de Variancia para amostras dependentes, e as médias comparadas pelo teste
de Correlagbes Multiplas de Tukey-Kramer, assumindo como verdadeira cada hipotese
em que a probabilidade de erro foi menor que 5% (p < 0,05).
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3. RESULTADOS

3.1. Caracterizacdo das células dendriticas obtidas a partir de mondcitos do sangue
periférico (MO-DCs).

As figuras 1 A, B ,C confirmam sob o ponto de vista morfologico a obtencéo
de culturas de células dendriticas a partir de mondcitos do sangue periférico humano.
Apos a estimulacdo de monacitos isolados do sangue periférico com as citocinas GM-
CSF e IL-4, observamos a disposicdo destas células que se apresentaram flutuantes ou
levemente aderidas a placa. Além disso, observamos também a morfologia desde o dia
“1” apos o tratamento até o dia “7” da coleta. Como esperado, no 7° dia, as células
apresentaram-se com morfologia tipica de células dendriticas derivadas de mondcitos
(MO-DCs).

FIGURA 1: Cineética da cultura de células observadas em microscépio dptico invertido:
(A) - Mondcitos no 1° dia de cultura (aumento 400X). (B) - Mondcitos em fase
preliminar de diferenciacdo no 3° dia de cultura (aumento 400X). (C) - Células

Dendriticas derivadas de Mondcitos no 7° dia de cultura (aumento 400X).

Com o intuito de confirmar o fenotipo dessas células para que ndo houvesse
duvidas quanto a sua diferenciacdo de mondcitos para células dendriticas (DCs),
realizamos ensaio de citometria de fluxo que nos possibilitou investigar a expressao de
moléculas de superficie. A nossa busca foi por células dendriticas com fenétipo imaturo
(iDCs).

Além das células cultivadas por 7 dias com 80 ng/mL de GM-CSF e 80 ng/mL
de IL-4, testamos o cultivo de 6 e 8 dias. Além disso, foram realizadas culturas com

reforco de 40 ng/mL de cada citocina na metade dos dias 6, 7 e 8 de cultura. Em todas
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as culturas obtivemos células que apresentaram diminuicdo da expressdo da molécula
CD14, alta expressdo de CD1a e baixa expressdo de CD83, fenotipo caracteristico de
iDCs (CD14/CD1a"9"/cD83'™") @1 33 nzo sendo detectadas diferencas importantes
entre os diferentes tratamentos. Desse modo, estabelecemos como definitivo, 0 nosso
protocolo inicial de obtencdo de DCs, isto é, cultivo de 7 dias e estimulacdo com 80
ng/mL de cada citocina, sem reforco no tratamento. As células submetidas a esse

protocolo passaram a ser consideradas definitivamente como MO-DCs.
3.2. Producéo de PGE; por MO-DCs desafiadas com as cepas Pb18, Pb265 e LPS

Com o objetivo de padronizar o melhor periodo de produgdo desses
mediadores pelas DCs quando desafiadas com as cepas Pb 18 e Pb 265, as culturas
foram avaliadas desde periodos precoces até periodos mais tardios (1, 2, 4, 8, 12, 18, 24
e 48 horas). Além disso, padronizamos a melhor propor¢cdo de DCs:Pb desafiando 5
DCs com 1 Pb e 10 DCs com 1 Pb (resultados ndo mostrados). A melhor proporgao foi
5:1, respectivamente. Os resultados sao mostrados na Figura 5.

Apesar de algumas diferencas detectadas entre os periodos estudados, podemos
considerar que a producao basal de PGE; pelas DCs foi relativamente estavel durante o
periodo, com producdo minima de 80.304 pg/mL (12 horas) e maxima de 119.434
pg/mL (48 horas). No entanto, ap6s o desafio com Pb18 e Pb265 houve diminuicéo
significativa da producdo basal de PGE,, chamando a atencdo que em alguns periodos
(2, 8, e 18 horas) a inibicdo induzida pela Pb265 foi maior em relacdo a Pb18. Para
confirmar o efeito inibidor das duas cepas do fungo sobre a producdo de PGE,,
realizamos ensaios nos quais as células foram estimuladas com LPS, considerado como
um controle positivo para a produgdo de PGE, e maturacdo das células dendriticas.
Observamos de uma forma bem clara que ao contrario do fungo, o LPS estimulou a
producdo do mediador de uma forma gradativa na dependéncia do tempo de estimulo
(158,8 + 15.18 pg/mL em 1 hora para 372.8 + 36,36 pg/mL em 48 horas) (Figura6).
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FIGURA 2: Produgéo de PGE; por DCs controle (ndo desafiadas) ou desafiadas com
Pb18 ou Pb265 (relacdo DCs:Pb de 5:1) por diferentes periodos. Os valores séo
expressos como média + desvio padrdo de resultados obtidos com células de 5

individuos.

* p< 0.05 x respectivo DC
+ p< 0.05 x DC outros periodos

0 p< 0.05 x respectivo Pb18

"'p< 0.05 x respectivo Ph265
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FIGURA 3: Producdo de PGE;, por DCs ativadas com LPS Sw/mL por diferentes
periodos. Os valores sdo expressos como média + desvio padrdo de resultados obtidos

com células de 5 individuos.

*p< 0.05 x respectivo DC
**p< 0.001 x respectivo DC

3.3. Producéo de LTB,4 por MO-DCs desafiadas com as cepas Pb18, Pb265 e LPS

Os resultados referentes a producdo de LTB4 em resposta as duas cepas do
fungo séo mostrados na Figura 7. Detectamos uma producdo substancial de LTB, pelas
células ndo desafiadas ja no periodo de 1 hora. Os valores mantiveram-se nos mesmos
niveis até o periodo de 18 horas, no qual ocorreu uma leve queda, que no entanto
mostrou-se mais significativa no dltimo periodo de avaliagdo. A produgdo maxima foi
de 186.7 + 4.4 pg/mL no periodo de 2 horas e a minima foi de 142.8 + 10.51 pg/mL
com 48 horas. No entanto, para cada periodo, ap6s o desafio com Pb18 e Pb265 houve
uma diminuigdo significativa da producdo de LTB,; ndo havendo diferengas
significativas entre as duas cepas. Da mesma forma que o avaliado para a producgéo de

PGE,, para confirmar o efeito inibidor das duas cepas do fungo sobre a producéo de
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LTB4, realizamos ensaios nos quais as células foram estimuladas com LPS. Observamos
que ao contrario do fungo, o LPS ndo inibiu a producdo do mediador. No entanto de
forma diferente ao detectado para a PGE,, na maioria dos periodos o LPS apenas tendeu
a aumentar a producdo do mediador. Um aumento significativo somente foi obtido no
periodo de 48 horas (Figura 8).
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FIGURA 4: Producéo de LTB, por DCs controle (ndo desafiadas) ou desafiadas com
PB18 ou Pb265 ( relagdo DCs:Pb de 5:1) por diferentes periodos. Os valores sdo
expressos como média + desvio padrdo de resultados obtidos com células de 5

individuos.

* p< 0.05 x respectivo DC

+ p< 0.05 x DC outros periodos
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FIGURA 5: Produgdo de LTB, por DCs ativadas com LPS 5 w/mL por diferentes
periodos. Os valores sdo expressos como média + desvio padrdo de resultados obtidos

com células de 5 individuos.

*p< 0.05 x respectivo DC

3.4. Envolvimento dos receptores MMR, TLR2, Dectina-1 e DC-SIGN na inibicéo
da producéo de PGE; e LTB, pelas MO-DCS, induzida pelo P. brasiliensis.

Antes de avaliar o papel dos receptores no processo de inibicdo, houve
necessidade de avaliar a expressdo desses receptores pelas DCs. Detectamos que a
porcentagem de células que expressaram MMR, TLR2 e DC-SIGN foi bastante
significativa. Por outro lado, os valores para Dectina-1 foram bastante baixos (Figura 9).
As Figuras 10 A B e C mostram “dot plots” representativos desses resultados. Uma vez
analisada a expressao dos receptores passamos a realizar experimentos de bloqueio dos
mesmos para analise da participacdo desses quatro receptores de modo individual no

processo de inibicdo. A cada ensaio trés receptores eram bloqueados, e um deles era
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disponibilizado, mantendo uma via funcional em cada momento. As Figuras 11 A, B, C
e D mostram histogramas representativos dos resultados relativos aos bloqueios dos
receptores. Nas figuras 12 e 13 podemos analisar os resultados relativos ao
envolvimento de cada um dos receptores na inibicdo da producdo de PGE, e LTBy,
respectivamente. Os ensaios foram realizados apés 4 e 24 horas de desafio com o fungo.
Os resultados mostram perfis de resposta semelhantes para as duas cepas e nos dois
periodos. Detectamos que uma inibicdo da producdo de PGE, sO ocorreu quando os
receptores de manose ficaram disponiveis, indicando o papel desse receptor no
processo. A disponibilidade individual dos outros receptores resultou em niveis do
mediador bastante semelhantes ou até maiores aos detectados pelas DCs ndo desafiadas,
indicando o ndo envolvimento dos mesmos. Em relagédo ao LTB,, detectamos inibi¢ao
da producdo do metabdlito quando cada um dos receptores ficou disponibilizado,

sugerindo o envolvimento de todos 0s receptores nesse processo.
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FIGURA 6: Porcentagem de MO-DCs que expressam MMR, TLR2, Dectina-1 e DC-
SIGN. Os valores sdo expressos em media + desvio padrdo de resultados obtidos com

células de 4 individuos.
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FIGURA 7: “Dot plots” representativos da porcentagem de MO-DCs que expressaram
MMR e TLR2 (A), Dectina-1 e DC-SIGN (B) e Dectina-1 e DC-SIGN (C).

A

FIGURA 8: Histogramas representativos dos resultados de bloqueio de TLR2 (A),
MMR (B), Dectina-1 (C) e DC-SIGN (D).
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FIGURA 9: Envolvimento dos receptores MMR, TLR2, Dectina-1 e DC-SIGN na

inibicdo da producdo de PGE; induzida pelo P. brasiliensis. Os valores séo expressos

como média + desvio padrao de resultados obtidos com MO-DCs de 4 individuos.

* p< 0.05 x DCs e outros receptores
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FIGURA 10: Envolvimento dos receptores MMR, TLR2, Dectina-1 e DC-SIGN na

inibicdo da producdo de LTB, induzida pelo P. brasiliensis. Os valores sdo expressos

como média + desvio padrdo de resultados obtidos com MO-DCs de 4 individuos.

* p< 0.05 x todos os receptores



Pagina |66

3.5. Expressdo de moléculas MHC de classe 11, moléculas coestimulatorias e
receptores para quimiocinas na superficie das DCs.

Uma vez detectado que as duas cepas do fungo inibem a producéo de PGE; e
LTB, pelas MO-DCs, nosso proinflamatérioximo objetivo foi avaliar a consequéncia
dessa inibicdo para a maturacao das DCs. Assim, avaliamos a expressdo de algumas
moléculas caracteristicas dessa diferenciacdo como CD40, CD80, CD83, CD86, HLA-
DR, CXCR4, CCR5 e CCR7 no periodo de 48 horas de desafio, por citometria de fluxo.
Os resultados foram expressos em porcentagem de celulas que expressaram o receptor
assim como media de intensidade de fluorescéncia (MIF) (Figuras 1la e 11b,
respectivamente). Observamos que tanto a cepa 18, como a 265, ndo induziram aumento
da porcentagem de células que expressaram CD40, CD80 e CD83, ocorrendo por outro
lado, uma tendéncia (no caso da CCR5 e CCR7) ou mesmo uma diminuigédo
significativa (CD86, HLA-DR e CXCR4) na porcentagen de células que expressaram
tais moléculas, apoés o desafio com o fungo (Figura 11a). No que se refere a MIF,
observamos também que ambas as cepas nao induziram aumento das moléculas CD40,
CD83, CD86, HLA-DR, CXCR4, CCR5 e CCR7. No entanto, ocorreu uma tendéncia
(no caso da CD40) ou mesmo uma diminuicdo significativa de CD80 e CD83. Nas
figuras 12, 13, 14 e 15 sdo mostrados os dot plots e histogramas representativos da
avaliacdo das porcentagens de células que expressam CD40 e CD80, CD83 e CD86,
HLA-DR e CXCR4, e CCR5 e CCR7, respectivamente.
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FIGURA 11: a) Porcentagem de MO-DCs incubadas com Pb18 ou Pb265 ou LPS por
48h que expressam CD40, CD80, CD83, CD86, HLA-DR, CXCR4, CCR5 e CCRY7. b)
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Média de Intensidade de Fluorescéncia (MIF). Os valores sdo expressos em meédia +

desvio padrdo de resultados obtidos com células de 4 individuos.

* p< 0.05 x outros tratamentos

0 p< 0.05x DCs x LPS

FIGURA 12: “Dot plots” e histogramas mostrando a porcentagem de MO-DCs
controle (n&o desafiadas) ou desafiadas com Pb18 ou Pb265 (Proporgédo DCs:Pb — 5:1)
ou LPS (5 ug/mL) por 48 h que expressaram CD40 e CD80. Os gréaficos sdo
representativos de um experimento de 4 experimentos independentes com DCs de

diferentes doadores.
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FIGURA 13: “Dot plots” e histogramas mostrando a porcentagem de MO-DCs
controle (n&o desafiadas) ou desafiadas com Pb18 ou Pb265 (Proporgédo DCs:Pb — 5:1)
ou LPS (5 ug/mL) por 48 h que expressaram CD83 e CD86. Os graficos sao
representativos de um experimento de 4 experimentos independentes com DCs de

diferentes doadores.
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FIGURA 14: “Dot plots” e histogramas mostrando a porcentagem de MO-DCs
controle (ndo desafiadas) ou desafiadas com Pb18 ou Pb265 (Propor¢do DCs:Pb — 5:1)
ou LPS (5 ug/mL) por 48 h que expressaram HLA-DR e CXCR4. Os graficos sdo
representativos de um experimento de 4 experimentos independentes com DCs de

diferentes doadores.
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FIGURA 15: “Dot plots” e histogramas mostrando a porcentagem de MO-DCs
controle (n&o desafiadas) ou desafiadas com Pb18 ou Pb265 (Proporgédo DCs:Pb — 5:1)
ou LPS (5 ug/mL) por 48 h que expressaram CCR5 e CCR7. Os graficos sdo
representativos de um experimento de 4 experimentos independentes com DCs de

diferentes doadores.
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3.6. Efeito do tratamento com PGE; exdgena sobre a maturacdo fenotipica de DCs

nao desafiadas ou desafiadas com Pb18 ou Pb265

Os resultados até 0 momento mostraram uma associagdo entre inibicdo da
producdo de PGE; e LTB,4 pelo fungo e sua incapacidade de induzir maturacdo de
células dendriticas. Para efetivamente demonstrarmos que o fungo por inibir a producgéo
de PGE; e LTB4 ndo induz maturacdo dessas células utilizamos uma abordagem
experimental na qual as culturas foram tratadas com PGE; ex0gena e avaliadas quanto a
expressao dos diversos marcadores fenotipicos. Na Fig.16a, sdo mostrados os resultados
relativos a porcentagem de células que expressaram tais marcadores. Podemos observar
que a incubacdo das células com PGE; exdgena nao alterou de forma significativa a
expressao das moléculas CD40 e CD83. No entanto, uma alteracdo significativa foi
detectada em relacdo as outras moléculas. No caso da CD80, CCR5 e CCRY7, apo6s a
incubacdo com PGE; as culturas ndo desafiadas ou desafiadas com as duas cepas do
fungo mostram um aumento significativo na expressao dessas moléculas. Esse perfil de
resposta foi bastante diferente do detectado quando as células foram incubadas somente
com as duas cepas do fungo (Fig. 14) no qual detectamos expressdo muito baixa de
CD80 em todas as culturas e expressao diminuida de CD86, HLA-DR, CXCR4, CCR5
e CCRY nas celulas desafiadas com o fungo em relacdo as DCs controles. Na fig.16b,
estd expresso a média de intensidade de fluorescéncia (MIF) da molécula HLA-DR.
Observamos aumento significativo do nimero dessas moléculas quandos as DCs foram
tratadas com PGE; exdgena. Esses resultados mostram que a adi¢do de PGE, exdgena
aumentou a expressao da grande maioria das moléculas envolvidas na maturacdo das
DCs, compensando os efeitos de inibicdo da producdo desse mediador induzida pelo
fungo, além de aumentar de modo significativo a MIF da molécula HLA-DR, sugerindo
fortemente que a ndo inducdo de maturacdo das DCs pelo P.brasiliensis pode estar
relacionada com a sua capacidade de inibir a producdo desses mediadores. Nas figuras
17, 18, 19 e 20 s&o mostrados os dots plots e histogramas representativos da avaliagdo
das porcentagens de células que expressam CD40 e CD80, CD83 e CD86, HLA-DR e
CXCR4 e CCR5 e CCRY, respectivamente.
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FIGURA 16: a) Efeito do tratamento com PGE; ex0gena sobre a porcentagem de DCs
controles ou desafiadas com Pb18 ou Pb265 que expressaram CD40, CD80, CD83,
CD86, HLA-DR, CXCR4, CCR5 e CCRY7. b) Efeito do tratamento com PGE; ex0gena
sobre a MIF da molécula HLA-DR. Os valores sdo expressos em média + desvio padrédo
de resultados obtidos com células de 4 individuos.

# p< 0.05 x todos os tratamentos

+ p< 0.05x DCs e DCs + LPS
£ p<0.05 x DCs

++ p< 0.05 x DCs
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FIGURA 17: “Dot plots” e histogramas mostrando a porcentagem de MO-DCs
controle (ndo desafiadas e tratadas com 100 pg PGE;) ou desafiadas com Pbl8 ou
Pb265 e tratadas com 100 pg PGE; (Propor¢do DCs:Pb — 5:1) ou LPS (5 ug/mL) por 48
h que expressaram CD40 e CD80. Os gréaficos sdo representativos de um experimento

de 4 experimentos independentes com DCs de diferentes doadores.
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FIGURA 18: “Dot plots” e histogramas mostrando a porcentagem de MO-DCs
controle (ndo desafiadas e tratadas com 100 pg PGE;) ou desafiadas com Pbl8 ou
Pb265 e tratadas com 100 pg PGE; (Proporcao DCs:Pb — 5:1) ou LPS (5 ug/mL) por 48
h que expressaram CD83 e CD86. Os graficos sdo representativos de um experimento

de 4 experimentos independentes com DCs de diferentes doadores.
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FIGURA 19: “Dot plots” e histogramas mostrando a porcentagem de MO-DCs
controle (ndo desafiadas e tratadas com 100 pg PGE,) ou desafiadas com Pb18 ou
Pb265 e tratadas com 100 pg PGE; (Propor¢do DCs:Pb — 5:1) ou LPS (5 ug/mL) por 48
h que expressaram HLA-DR e CXCR4. Os graficos sdo representativos de um

experimento de 4 experimentos independentes com DCs de diferentes doadores.
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FIGURA 20: “Dot plots” e histogramas mostrando a porcentagem de MO-DCs
controle (ndo desafiadas e tratadas com 100 pg PGE;) ou desafiadas com Pbl8 ou
Pb265 e tratadas com 100 pg PGE; (Propor¢do DCs:Pb — 5:1) ou LPS (5 ug/mL) por 48
h que expressaram CCR5 e CCR7. Os graficos sdo representativos de um experimento

de 4 experimentos independentes com DCs de diferentes doadores.
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3.7. Efeito do tratamento com LTB, ex6geno sobre a maturacdo fenotipica de DCs

nao desafiadas ou desafiadas com Pb18 ou Pb265

Da mesma forma que a PGE,, testamos o efeito do tratamento com LTB,
exogeno. Resultados importantes foram detectados em relacdo as moléculas CD40,
CD80 e CCR5 cujas porcentagens de DCs controle e desafiadas com o fungo que
expressam essas moléculas aumentaram ou tenderam a aumentar ap6s o tratamento.
Além do aumento da porcentagem de células, detectamos um aumento significativo na
MIF da molécula HLA-DR (Fig. 21 b) mostrando um perfil de resposta bastante
diferente da detectada com as células somente desafiadas (Fig. 11) nas quais houve uma
diminuicdo da expressao dessas moléculas. Assim da mesma forma que o discutido para
a PGE,, podemos considerar que a ndo maturacdo das DCs pelo fungo envolve a
inibicdo da produgéo de LTB,4. Nas figuras 22, 23, 24 e 25 s&o mostrados dot plots e
histogramas representativos da avaliacdo das porcentagens de células que expressam
CD40 e CD80, CD83 e CD86, HLA-DR e CXCR4, e CCR5 e CCRY7, respectivamente.
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b)

100 pg/mL LTB,4

2004

MIF (HLA-DR)

FIGURA 21: a) Efeito do tratamento com LTB, exdgeno sobre a porcentagem de DCs
controles ou desafiadas com Pb18 ou Pb265 que expressaram CD40, CD80, CD83,
CD86, HLA-DR, CXCR4, CCR5 e CCRY7. b) Efeito do tratamento com LTB,4 exdgeno
sobre a MIF da molécula HLA-DR. Os valores sdo expressos em média + desvio padrédo
de resultados obtidos com células de 4 individuos.

& p<0.05 x DCs
=p<0.05 x DCs x DCs+LPS

¢ p< 0.05 x DCs+LPS
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FIGURA 22: “Dot plots” e histogramas mostrando a porcentagem de MO-DCs
controle (ndo desafiadas e tratadas com 100 pg LTB4) ou desafiadas com Pbl8 ou
Pb265 e tratadas com 100 pg LTB, (Proporcdo DCs:Pb — 5:1) ou LPS (5 ug/mL) por 48
h que expressaram CD40 e CD80. Os gréaficos sdo representativos de um experimento

de 4 experimentos independentes com DCs de diferentes doadores.
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FIGURA 23: “Dot plots” e histogramas mostrando a porcentagem de MO-DCs
controle (ndo desafiadas e tratadas com 100 pg LTB,) ou desafiadas com Pbl8 ou
Pb265 e tratadas com 100 pg LTB, (Proporcdo DCs:Pb — 5:1) ou LPS (5 ug/mL) por 48
h que expressaram CD83 e CD86. Os graficos sdo representativos de um experimento

de 4 experimentos independentes com DCs de diferentes doadores.
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FIGURA 24: “Dot plots” e histogramas mostrando a porcentagem de MO-DCs
controle (ndo desafiadas e tratadas com 100 pg LTB4) ou desafiadas com Pbl8 ou
Pb265 e tratadas com 100 pg LTB, (Proporcdo DCs:Pb — 5:1) ou LPS (5 ug/mL) por 48
h que expressaram HLA-DR e CXCR4. Os graficos sdo representativos de um

experimento de 4 experimentos independentes com DCs de diferentes doadores.
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FIGURA 25: “Dot plots” e histogramas mostrando a porcentagem de MO-DCs
controle (ndo desafiadas e tratadas com 100 pg LTB,) ou desafiadas com Pb18 ou
Pb265 e tratadas com 100 pg LTB, (Proporcdo DCs:Pb — 5:1) ou LPS (5 ug/mL) por 48
h que expressaram CCR5 e CCRY7. Os graficos sdo representativos de um experimento

de 4 experimentos independentes com DCs de diferentes doadores.



Pagina | 85

3.8. Producéo de citocinas IL-6, IL-10, IL-12, IL-23 e TNF-a pelas DCs

Ap0s detectado que as duas cepas do fungo inibem a producdo de PGE; e LTB,
e consequentemente interfere na maturacdo das MO-DCs por meio da inibicdo ou nédo
inducdo da expressdo de varias moléculas de superficie, nosso proximo objetivo foi
avaliar a consequéncia dessa inibigdo na producéo de citocinas pelas DCs. Em nossos
experimentos ndo constatamos a presenca de I1L-12p70 e 1L-23 nas DCs desafiadas ou
ndo com Pb18 e Pb265 e nas DCs tratadas ou ndo com PGE; e LTB, no periodo de 48h.
Por outro lado, detectamos a producédo de 1L-23 quandos as DCs foram desafiadas com

LPS no mesmo periodo (resultados ndo mostrados).

Apesar disso, a producdo de IL-6, IL-10 e TNF-a (fig. 26, 27 e 28,
respectivamente) foi detectada em varias situacdes. As DCs apresentaram niveis basais
de IL-6 e quando tratadas com PGE; ou desafiadas com ambas as cepas ou LPS, ou
ainda desafiadas com o fungo e tratadas com PGE;, aumentaram de modo significativo
a producdo desta citocina. Ao contrario, quando as DCs foram tratadas com LTB4 ndo
houve aumento da producdo nem mesmo quando as DCs foram desafiadas com o fungo,
gue como nos mostramos €é capaz de induzir a liberacdo desta citocina. Nesse caso, 0
LTB,4 apresentou um papel inibidor da IL-6 nas DCs que receberam o desafio, tanto
com a cepa 18 quanto com a 265 (Fig. 26). Quanto a producéo de IL-10, também foram
detectados niveis basais na DCs controle e quando essas células foram tratadas com
PGE; ou LTB4, ou entdo desafiadas com ambas as cepas, ndo detectamos aumento da
producdo desta citocina. Diferentemente, quando as DCs foram desafiadas com a cepa
Pb18 e tratadas com PGE; houve uma tendéncia a aumentar a producao de 1L-10 e um
aumento significativo da producdo quando as DCs foram desafiadas com a cepa Pb265
e tratadas com PGE,. O LPS também induziu producéo significativa desta citocina (Fig.
27). A produgdo basal de TNF-a pelas DCs controle foi muito baixa, mas apds
desafiadas com Pb18 ou Pb265 ou LPS houve aumento bastante significativo na
producédo desta citocina. Podemos observar também, que as DCs que foram desafiadas
com ambas as cepas e tratadas com PGE, ou LTB, aumentaram de modo muito
significativo a producdo de TNF-a, niveis superiores aos das DCs somente desafiadas
com o fungo e comparaveis aos niveis das DCs que receberam desafio com LPS (Fig.
28).
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FIGURA 26: Producéo de IL-6 por DCs tratadas ou ndo com PGE; ou LTB, exdgenos
(ndo desafiadas) ou desafiadas com Pb18 ou Pb265 (relacdo DCs:Pb de 5:1) e tratadas
ou ndo com PGE; e LTB, exdgenos por 48h. Os valores sao expressos como média +

desvio padrdo de resultados obtidos com células de 4 individuos.
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FIGURA 27: Produgdo de IL-10 por DCs tratadas ou ndo com PGE; ou LTB, exdgenos
(ndo desafiadas) ou desafiadas com Pb18 ou Pb265 (relacdo DCs:Pb de 5:1) e tratadas
ou ndo com PGE; e LTB, exogenos por 48h. Os valores sdo expressos como média +

desvio padrdo de resultados obtidos com células de 4 individuos.
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FIGURA 28: Producdo de TNF-a por DCs tratadas ou ndo com PGE; ou LTB4
exogenos (ndo desafiadas) ou desafiadas com Pb18 ou Pb265 (relagdo DCs:Pb de 5:1) e
tratadas ou ndo com PGE, e LTB, exogenos por 48h. Os valores sao expressos como

média + desvio padrédo de resultados obtidos com células de 4 individuos.
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4. DISCUSSAO

Estudos sobre o papel modulador das PGs e LTs sobre a resposta de vérias
células do sistema imune ao P. brasiliensis sdo escassos, particularmente em relagdo as
DCs. Nesse contexto, o presente estudo foi delineado tendo como objetivos avaliar se as
DCs humanas produzem PGE; e LTB, em resposta ao desafio com cepas de alta ou
baixa viruléncia do P. brasiliensis, a participacdo de PRRs nesse processo, assim como

o0 papel modulador desses eicosandides sobre a maturagdo fenotipica dessas células.

Os objetivos desse estudo foram justificados em fungdo de resultados
anteriores em nosso laboratério mostrando que as cepas Pbl8 e Pb265 induzem a
producdo de PGs e LTs por mondcitos, que de uma forma autdcrina, inibem e ativam
respectivamente, as atividades antiftingicas dessas células ©% 3% 3439 Assim, discute-se
que o fungo estaria induzindo a producdo de PGE, por mondcitos como um mecanismo

de escape da destruicao por essas células.

No entanto, no presente estudo, os resultados mostraram claramente, ao
contrario do esperado, que tanto a cepa 18 como a 265 inibem a producdo enddgena de
PGE; e LTB, pelas DCs. Adicionalmente, ap6s o desafio com o fungo as células nao
apresentaram fenotipo de DCs maduras, isto é, ndo houve aumento significativo de
moléculas importantes no processo de apresentacao de antigenos por essas células como
0 HLA-DR, moléculas coestimulatérias como a CD40, CD80, CD83 e CD86 e
receptores para quimiocinas importantes para a sua migracdo como CXCR4 e CCRY7.
Esta avaliacdo foi possivel com base na porcentagem de DCs que expressaram essas
moléculas e na média de intensidade de fluorescéncia (MIF) que permite avaliar se

houve aumento ou ndo no niimero dessas moléculas em cada célula.

As moléculas CD40, CD80, CD83 e CD86 sdo moléculas coestimulatorias que
estdo expressas nas DCs de modo basal e 0 aumento destas é diretamente proporcional

ao processo de maturacdo dessas células ®®. CD40 é uma molécula coestimulatéria

@n

essencial na ativagdo de linfocitos T *°”, participando também dessa ativacdo CD80,

CD86 e principalmente HLA-DR, a molécula pela qual a célula fagocitica apresenta o
antigeno & %) A molécula CD83, além de participar da ativacdo de células T é o

principal marcador de maturacdo das DCs “7.
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Esses resultados permitem sugerir que in vivo, apds o contato com o fungo,
essas celulas ndo tenham capacidade de migrar aos érgdos linféides secundarios, ativar
linfocitos T e iniciar o desenvolvimento de uma resposta imune adaptativa. Assim, no
caso das DCs, apesar de termos identificado um mecanismo contrario ao dos mondcitos,
nos quais o fungo aumenta a producdo dos eicosandides e suprime a resposta dessas
células, podemos também sugerir que se trata de um mecanismo de escape do fungo

uma vez que resulta em inibicdo das atividades dessas células.

Apesar de termos detectado uma clara associacdo entre a ndo inducdo de
maturacdo e inibicdo dos dois eicosanoides necessitdvamos comprovar que a nao
maturacdo era devido a falta de PGE; e/ou LTB,. Os ensaios de incubagdo das células
com PGE, exdgena mostraram que moléculas importantes como a CD80, CCR5 e
CCRY7 tiveram aumento de expressdo em relagdo as células ndo tratadas, além de
aumentar de modo significativo a MIF da molécula HLA-DR. Outras moléculas nédo
tiveram aumento significativo da expressdo e nem mesmo na MIF em relacao as células
controles, mas apresentaram expressdo maior em relacdo as células desafiadas com o
fungo, mas ndo tratadas com PGE, exdgena. Assim, os resultados confirmaram que a
PGE, desempenha um importante papel na maturacédo fenotipica das células dendriticas.
Na literatura, os efeitos da PGE, sobre a maturacdo das DCs sdo altamente
controversos. No entanto, alguns dados corroboram com nossos achados mostrando que
a PGE, é importante para a inducdo de DCs maduras capazes de migrarem aos
linfonodos e serem altamente efetivas na ativagdo de células T “naives”. Nesse sentido,
a adicdo de PGE; a uma mistura de citocinas como IL-1-3 e TNF-a aumenta
consideravelmente a maturacdo das DCs e eleva a expressdo de moléculas
coestimulatorias. Como relatado no presente estudo, outros trabalhos tém mostrado que
esse eicosandide aumenta a expressao de CCR7 pelas DCs. Esse receptor liga-se as
qguimiocinas CCL19 e CCL21 derivada dos linfonodos. Assim a sua maior expressao

nas DCs, aumenta a capacidade dessas células migrarem até esses orgéos - 4.

A incubacdo das células com LTB, resultou em um aumento significativo das
moléculas CD40, CD80 e a CCR5, além de aumentar de modo significativo a MIF da
molécula HLA-DR mostrando a sua participagdo da maturacdo das DCs. N&o
encontramos dados na literatura mostrando a atuacdo dos leucotrienos sobre essas
moléculas. Alguns estudos tém mostrado que o LTB4 promove a migracdo das DCs

maduras e imaturas aos sitios inflamatorios e aumenta a funcéo e expressao do receptor
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para quimiocina CCR?7, envolvido no acimulo e organizagdo dessas células e das
células T nos linfonodos ?¥. No entanto, nos nossos ensaios ndo detectamos aumento

significativo de CCR7 apds incubacao das células com LTB,4exogeno.

Outro resultado importante do presente estudo é a identificacdo do receptor
envolvido no processo de inibi¢do dos eicosandides pelo fungo. Mostramos que o PRR
envolvido nesse processo, no caso da PGE; é o MMR. O fungo ligando-se a esse
receptor induziria a transducédo de sinais que culminam com a inibicdo da producédo de
PGE; por DCs. Outros estudos tém mostrado que o MMR, assim como Dectina-1 e DC-
SIGN, exercem um papel importante na fagocitose de varias espécies de fungos devido
a presenca de B-glucanas e mananas na parede das células fangicas “® ‘mas que apesar
disso, esse receptor pode também estar envolvido nos mecanismos de escape dos
fungos. Nesse contexto, 0 MMR é capaz de internalizar leveduras de Candida albicans
independente de Dectina-1 ou outro CLR. No entanto, a entrada de Candida albicans
via MMR pode ainda resultar na inibicdo da via NADPH oxidase que é essencial na
eliminago desse fungo comensal “%. No nosso estudo podemos também considerar a
ligagdo do fungo a0 MMR como um mecanismo de escape, uma vez que esse receptor
estd envolvido na inibicdo da maturacdo das DCs. No entanto, contrarios a essa idéia,
outros estudos mostraram que esse receptor tem um papel importante na maturacéo de
DCs. Apos desafiar essas células com manoproteinas de Cryptococcus neoformans e

inibir a expresséo do MMR, o resultado foi a ndo maturagdo das DCs “°.

Entretanto, varios outros estudos tém sugerido que o P. brasiliensis pode usar 0
MMR como mecanismo de escape e que esse receptor estad envolvido nos mecanismos
de patogenicidade desenvolvidos durante a infeccdo pelo fungo. Nesse sentido, um
estudo em particular, j& mostrou que a fracdo gp43, o antigeno imunodominante de P.
brasiliensis, se liga ao MMR para inibir a capacidade fagocitica e fungicida de
macrofagos peritoneais de camundongos resistentes e susceptiveis. Esta descoberta
levou os autores a postular que a secrecdo de gp43 é um dos mecanismos de escape
apresentados pelo P. brasiliensis e que essa proteina exerce seus efeitos ligando-se ao
MMR “®_ Estudo recente em nosso laboratdrio mostrou que a IL-18 induz um aumento
do crescimento do P. brasiliensis em mondcitos humanos. Esse efeito foi atribuido ao
fato dessa citocina aumentar a expressdo de MMR. Apds a ligacdo do fungo a esse
receptor, seriam emitidos sinais de desativacdo importantes que culminariam com o

crescimento do fungo “7.
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No caso da inibi¢do da producdo de LTB,, ndo obtivemos associacao especifica
com um receptor em particular. No entanto, ressaltamos novamente que a inibi¢éo desse
mediador também esteve associada a ndo maturacdo das DCs pelo fungo.

Outro aspecto que avaliamos, foram as consequéncias da inibicdo dos
eicosanoides pelo fungo sobre a producéo de citocinas. Como ja colocado, as DCs como
APCs profissionais tem papel essencial no balango entre a imunidade inata e adaptativa,
0 que leva essas células a produzirem varias citocinas tanto proinflamatérias como
antiinflamatérias ©®. Entre essas citocinas destacam-se a IL-6, 1L10, 1L12, IL-23 e
TNF-a que foram o nosso alvo de avaliagao.

A interleucina 6 (IL-6) pode ser considerada um potente mediador
préinflamatdério com papel importante nas inflamacGes aguda e crbnica e com muitos
efeitos sobre varios tipos celulares “® como inducdo da sintese de proteinas de fase
aguda por hepatécitos, producdo de anticorpos por células B, diferenciacdo de
mondécitos em macréfagos e desenvolvimento de células tronco hematopoiéticas 9.
Nesse sentido, varios estudos mostram que essa citocina estd envolvida na proliferacéo
de células Thi7 em humanos %Y. Apesar dos estudos citados acima classificarem a IL-
6 como tendo um perfil unicamente proinflamatério, outros estudos a consideram como
uma citocina tipo 2, ou seja, envolvida na inducdo de uma reposta imune de perfil Th,

(49, 52, %3, 59) " Qutros estudos ainda

mas também com propriedades préinflamatérias
mostraram que a IL-6 pode promover uma reposta de perfil Th, e simultaneamente
inibir a reposta de perfil Th; por meio de dois mecanimos moleculares independentes:
transcricdo ativa mediada por fator nuclear de células T ativadas (NFAT) que resulta na
producdo de IL-4 por células T CD4+ e aumento da expressdo da SOCS-1 que inibe a
atividade dos fatores de transcricdo, evento que modula a expressdao de citocinas
levando & inibicdo de IFN-y e consequentemente a inibigdo de resposta de perfil Thy 2.
Assim, a IL-6 pode estar envolvida em respostas tanto préinflamatdrias como
antiinflamatérias ©°.

Em nossos resultados observamos que tanto leveduras do P. brasiliensis como
LPS aumentam a producdo de IL-6. Esse efeito, também foi observado em estudo com
MO-DCs desafiadas com componentes da parede de Candida albicans, com BM-DCs
desafiadas com leveduras de Sporothrix schenckii que induziram a producdo dessa
citocina ©® 5" % Observamos também que a adicdo de PGE, exdgena aumentou a
producdo de IL-6 pelas células ndo desafiadas. Esse resultado pode ser considerado

discrepante em relagdo ao detectado com as células desafiadas com o fungo que
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liberaram maiores concentracdo de IL-6 em relacdo as ndo desafiadas, apesar do fungo
induzir uma diminuicdo da producdo de PGE,. Uma explicacdo para esse resultado seria
o envolvimento de outros fatores ligados ao fungo que estimulariam a producéo de IL-6
e que compensariam o fato de ocorrer uma diminuic¢do na producgéo de PGE:.

Diferente do detectado nos ensaios de tratamento exdgeno com PGE,, a adi¢do
de LTB, exdgeno ndo aumentou a producéo de IL-6 pelas DCs controle e ainda inibiu a
producéo desta citocina induzida pelo fungo. Esse achado mostra que provavelmente os
niveis de IL-6 nas culturas desafiadas com o fungo poderiam ser ainda maiores, se 0
fungo ndo induzisse uma diminuicdo na producdo de LTB,. De uma forma geral,
podemos discutir que o P. brasiliensis induz as células a produzirem IL-6 e que a
liberacdo desta citocina pode resultar no desenvolvimento de uma resposta néo
protetora. Na paracoccidioidomicose, os estudos envolvendo o papel da IL-6 sdo
escassos, porem um estudo em particular demonstrou que individuos que apresentam a
forma disseminada da doencga ndo tratada, produzem niveis elevados de IL-6 quando
comparados aqueles tratados. Essa producdo esteve associada ao aumento da
proliferacéo de células B e produgéo de anticorpos .

Inicialmente, a interleucina 10 (IL-10) foi caracterizada como produto de

células Th, e com funcdo essencial na inibicdo de células Thy €% &

, possibilitando o
controle da resposta imunoldgica ap6s infec¢do e consequentemente evitando danos ao
hospedeiro 2. Além de células Th,, vérias outras células do sistema imune como
populacdes de linfécitos, DCs, macréfagos e granulécitos podem produzir 1L-10 € 8V
que age em Varios estagios do sistema imune afetando fun¢Bes muito importantes de
mondcitos, macrdéfagos e DCs, como 0 processamento e apresentacdo de antigenos por
meio da inibicdo da producéo de citocinas e quimiocinas, da fagocitose, da expresséo de
moléculas coestimulatorias como CD86 e moléculas apresentadoras de antigenos como
MHC-11 €369,

Além disso, a IL-10 pode atuar diretamente sobre a proliferacao de células Thy;
minimizando o processo inflamatério ©® e ainda promove a sobrevivéncia e atua sobre
a funcéo de células Tregs %6) QOutra funcdo importante dessa citocina é a de promover a
proliferacéo e diferenciaco de células de perfil Th, como as células B €.

Em relacdo a producéo de eicosandides, a IL-10 esta envolvida na inibicdo da
producio de PGs por meio da modulacio da enzima COX ®®. Quanto & producéo de IL-
10, foram relatados que a PGE; induz aumento da liberagdo desta citocina em DCs

murinas que resulta em efeitos inibitorios da producédo de outras citocinas e nas funcoes
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dessas células ®®. O mesmo foi observado em MO-DCs humanas ©?. Nesse sentido,
DCs tratadas com PGE, apresentam atividade muito mais regulatéria do que
estimulatéria . Em nosso estudo, observamos que o desafio das células com o fungo
ndo aumentou a producdo de IL-10 em comparacdo as ndo desafiadas. No entanto o
tratamento com PGE; na concentracdo de 100 pg/mL, aumentou a produgdo dessa
citocina por DCs desafiadas com Pb. Assim, podemos discutir que o fato do fungo inibir
a producao de PGE; resultou na ndo producéo de I1L-10 pelas DCs.

Quanto aos LTs, existem achados que mostram que o LTB,4 ndo tem efeito
sobre a liberacdo de I1L-10 por células dendriticas murinas derivadas da medula 6ssea
(BM-DCs) ©®. Ao contrario, Josefowski et al., 2005 "V, mostraram que LTB4 endégeno
e exdgeno aumentam a liberacdo de IL-10 por BM-DCs murinas dose dependente. Em
nossos achados, o LTB, apresentou efeito sobre a producdo de IL-10 somente quando
associado a PGE; na dose de 100 pg/mL (resultados ndo mostrados). Nesse sentido,
acreditamos que sobressaiu o efeito exclusivamente da PGE-.

Estudos tem mostrado que o fungo P. brasiliensis induz DCs regulatorias que
produzem IL-10 em camundongos susceptiveis e contribui com a evolucdo da infeccao
(12 Além disso, ocorrem altas concentracdes dessa citocina na paracoccidioidomicose
experimental e na paracoccidioidomicose humana ® ™ 7> > Neste contexto, podemos
discutir que no presente estudo, o fato de as DCs ndo produzirem IL-10 em resposta ao
fungo, descarta de inicio, o papel dessas células em uma regulacdo negativa da resposta
imune, via liberacdo de 1L-10.

A principal citocina envolvida na modulacdo da resposta de perfil Thy é a
interleucina 12 (1L-12) que é considerada préinflamatério e préestimulatéria '®). Essa
citocina pode ser produzida por DCs, macréfagos e células B /"™ essas APCs que por
meio da IL-12 modulam a producéo de IFN-y por células T e células NK (9. A IL-12 ¢
uma citocina que apresenta uma molécula heterodimera p70 que consiste na composi¢do
de duas subunidades diferentes p35 e p40 9.

Em nossos resultados ndo detectamos niveis basais de IL-12 pelas DCs no
periodo de 48h e nem mesmo quando essas células foram desafiadas com LPS. Isso
pode ser explicado pela concentracdo utilizada de 5 ug/mL de LPS que provavelmente
induziu baixa producdo dessa citocina em periodos mais precoces e até 48h os niveis ja
ndo foram mais detectaveis, devido a instabilidade da I1L-12 p70.

Ao tratar essas células com PGE; e LTB, também ndo detectamos a presenca

de IL-12 no periodo de 48h. A PGE; apresenta papel imunossupressor sobre a producdo
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desta citocina ®, pois DCs ativadas na presenca de PGE, perdem a capacidade de
secretar 1L-12 34253 34 o LTB,4 enddgeno tem capacidade de ativar reposta de perfil
Thy por mediar a producdo de IL-12 por APCs ©. Estudos com camundongos
deficientes de receptor BLT-1 mostraram minima producdo de IL-12 e
consequentemente uma producéo atenuada de IFN-y, refor¢ando o papel do LTB4 na
modulagdo de uma resposta de perfil Th; . Apesar disso, em nossos resultados n&o
encontramos niveis detectaveis de IL-12 p70 quando as DCs foram tratadas com 100
pg/mL de LTB,4exogeno.

PAMPs fungicos interagem com Dectina-1 e DC-SIGN presentes em DCs
levando & baixa producio de IL-12 p70 ©>8 8% Em concordancia com a literatura, em
nossos achados pode ter ocorrido muito baixa producéo desta citocina quando as DCs
foram desafiadas com Pb, por esse motivo ndo detectamos a producdo de IL-12 até a
sensibilidade minima de 7.8 pg/mL (Kit ELISA-BD) no periodo de 48h. Além disso,
Pietrella et al., 2005“®, mostraram a associagdo da producéo de IL-12 com a fagocitose
mediada pelo MMR. Esse receptor que de acordo com nossos achados, € utilizado pelo
Pb como um mecanismo de escape levando a inibicdo da producéo de PGE,. Pelo o que
parece, o fungo também poderia estar inibindo a producao de IL-12 via esse receptor.
Entretanto, outros estudos envolvendo BM-DCs murinas desafidas com P. brasiliensis
ou Seu antigeno gp43, determinam que o fungo inibe a producéo de 1L-12 €

Outra citocina heterodimera é a IL-23 que consiste na composicdo de duas
subunidades diferentes p19 e p40 8788 com papel préinflamatério e préestimulatério
com capacidade de induzir o desenvolvimento de uma resposta Thy7 © %0, A producio
dessa citocina ocorre via APCs: DCs ativadas e macr6fagos em resposta a estimulos
patogénicos ©®° Y. Em acordo com nossos resultados que mostra a producdo de 1L-23
por DCs ativadas com LPS. Embora a producdo tenha sido relativamente baixa é
provavel que em periodos mais precoces essa liberacdo tenha sido mais elevada e no
periodo de 48h devido a instabilidade da IL-23, os niveis foram pouco detectaveis.

Ao desafiar as DCs com as cepas 18 e 265 do P. brasiliensis ndo detectamos
producéo de IL-23 no periodo de 48h. Apesar disso, estudos mostram que componentes
da parede fangica como mananas e -glucanas induzem altos niveis de producéo dessa
citocina ®* 2, Nesse sentido, nossos dados mostram o contrario, ja que nossas DCs ndo
sdo ativadas por ambas as cepas e consequentemente ndo liberariam IL-23. Entretanto,
esta citocina exerce papel importante na protecdo do hospedeiro contra a evolucdo da
paracoccidioidomicose ©2.



Pagina |96

No que diz respeito & indugdo da producdo desta citocina por eicosandides,
alguns estudos mostram que a PGE; induz a sintese de 1L-23 por DCs ®**). Em nossos
resultados nao detectamos a producdo de IL-23 pelas DCs tratadas com esse mediador
lipidico no periodo de 48h. Se houve alguma producdo, certamente foi em periodos
mais precoces € em niveis baixos. Quanto aos leucotrienos ndo existe na literatura
estudos que mostrem o papel de LTB,4 na liberacdo de 1L-23. Apenas um estudo em
particular, coloca que o LTC, favorece a liberacdo desta citocina por DCs murinas
ativadas com LPS “®. Em nossos achados ndo observamos a liberacéo de IL-23 por
DCs tratadas com LTB4 e nem com DCs desafiadas com Pb18 ou Pb265 e tratadas com
LTB,. J& as DCs desafiadas com LPS apresentaram niveis moderados de I1L-23, porém
essas DCs nédo foram tratadas com LTB,.

O fator de necrose tumoral (TNF-a) ¢ a principal citocina proinflamatéria que
exerce funcdes fisiologicas e patoldgicas importantes como: apoptose e necrose de
células tumorais, regulacdo do desenvolvimento embrionario, formagdo do centro
germinativo, defesa do hospedeiro contra infecgfes virais e bacterianas, participa
também como mediador chave de reacGes inflamatdrias aguda e cronica, e desempenha
importante papel em doencas autoimune. Entretanto, essa citocina tem sido colocada
como um importante fator de risco para tumorogénese, progressao de tumores, invaséo e
metéstases tumorais. No sistema imune apresenta funcdo de estimular a sua propria
secrecdo e ainda estimula a producdo de outras citocinas e quimiocinas por varias
células ©®® principalmente macréfagos e DCs ¢ %), Além disso, TNF-a é essencial no
recrutamento de células inflamatorias para o sitio da infeccdo e na formagdo e
manutencéo de infeccdes granulomatosas

Nas infecc¢bes fungicas 0 TNF-a participa da protegdo do hospedeiro contra
Cryptococcus neoformans @, Candida albicans *°?, Histoplasma capsulatum @Y,
Coccidioides immitis *°?, Aspergillus fumigatus °® e Paracoccidioides brasiliensis
104.1%) " Em nossos achados tanto a cepa 18 como a 265 induziram a producéo
significativa de TNF-o no periodo de 48h, quando comparados com o nivel de producéo
basal pelas DCs que foi muito baixo, ndo havendo diferencas significativas nessa
indugdo entre uma cepa e outra. Quando essas células foram desafiadas e tratadas com
PGE; observamos um aumento bastante significativo na producéo da citocina.

A PGE; como alguns estudos mostram, exerce fungédo de inibi¢do na sintese de

(96, 97)

TNF-0 em DCs murinas No entanto, na literatura existem varios estudos que

mostram que a adicdo de PGE, e TNF-a exdgenos acelera o processo de maturacdo das
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DCs in vitro com elevacdo da expressao de varias moléculas coestimulatérias ‘% 123,
Nesse aspecto, 0 aumento da producdo de TNF-a estimulado por PGE; na presenca do
fungo, pode estar relacionado a um papel protetor desse eicosandide estimulando a
sintese de uma citocina proinflamatorio pelas DCs na tentativa de maturar a célula e
conter o agente agressor.

Quanto ao LTBy, estudos tem mostrado que esse eicosanoide induz a sintese de
TNF-a por monécitos e macréfagos ©. Nesse sentido, o mesmo foi observado em
nossos achados, em que LTB, induziu a producdo de TNF-a, que tem papel importante
na maturacdo e migragdo das DCs Y. Nesse caso o LTB, exerceu fungdo protetora
estimulando a producgéo de citocinas importantes na ativagcdo de iDCs. De uma forma
geral, podemos discutir que apesar de as DCs terem produzido TNF-o em resposta ao
fungo, essas concentragGes poderiam ser ainda maiores se o fungo ndo inibisse a
producéo de PGE; e LTB,.

Em conjunto, 0s nossos resultados permitem discutir que o P. brasiliensis ndo
induz maturacdo fenotipica das DCs devido ao fato desse fungo inibir a producdo de
PGE; e LTB, por essas células. Estas células ainda produzem altos niveis de IL-6 em
resposta ao fungo, que no entanto, ndo estiveram associados ao fato de as DCs inibirem
a producdo dos eisosanoides. Ao contrario, essas DCs ndo produzem IL-10 em resposta
ao fungo, provavelmente devido a inibicdo da producdo de PGE,. A inibicdo desse
mediador pode ainda ter sido responsavel pela inibicdo da producdo de TNF-a, apesar
de termos detectado niveis substanciais dessa citocina em resposta ao fungo. Estudos
adicionais devem ser feitos no sentido de melhor entender as consequéncias de todos

esses processos na evolugéo da paracoccidioidomicose.
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CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Convido o Senhor(a), ;

RG n° , telefone (opcional): , residente

a

, @ participar do projeto de pesquisa “Papel de prostaglandinas ¢ leucotrienos
sobre as funcBes das células dendriticas em resposta ao Paracoccidioides brasiliensis”.
Entendi que os pesquisadores querem testar o efeito de substancias inflamatorias
sobre a resposta de células de defesa do corpo a um fungo causador de uma micose
bastante grave que atinge além da pele e mucosas, alguns érgaos internos, como o
pulmé&o. Entendi também, que para a realizacdo desse estudo é necessario usar 50
ml do meu sangue pois essas céelulas serdo isoladas desse sangue, cultivadas no
laboratdrio e posteriormente estudadas. Concordando em participar, estou ciente de
que apenas as células de defesa chamadas de células brancas do meu sangue, serdo
usadas para a realizacdo dessa pesquisa. Compreendi que a retirada do meu sangue pode
resultar em dor local e a formacdo de uma mancha roxa ocasionada pela picada da
agulha, que ndo havera necessidade de alterar a quantidade de sangue a ser doado e que
0 meu nome ndo aparecera quando os resultados da pesquisa forem divulgados. Entendi
também que eu néo vou ser diretamente beneficiado pelos resultados, mas que as
pessoas que tem essa micose poderdo ser beneficiadas no futuro.

O trabalho sera desenvolvido pelo mestrando Reginaldo keller Fernandes, sob
orientacdo da Prof. Titular Angela Maria Victoriano de Campos Soares do

Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biociéncias de Botucatu.

Assim considero-me esclarecido(a) e concordo em colaborar com o
desenvolvimento do projeto, permitindo o uso das minhas células. Afirmo néo ter
sido pressionado(a) fisica ou psicologicamente para colaborar com a pesquisa ou
assinar o presente termo, estando ciente que 0s responsaveis por este trabalho

estardo disponiveis para responder a quaisquer perguntas ou duvidas no
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Departamento de Microbiologia e Imunologia. O ndo consentimento da minha
parte ndo interferira na qualidade do atendimento de minha satude em qualquer
setor do HC-FMB/UNESP.

Observacgdo: O Senhor(a) receberd uma cépia deste Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido. Duvidas adicionais podera ser obtida no Comité de Etica em

Pesquisa por meio do telefone 3811 61 43.
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Instituto de Biociéncias de Botucatu

Reginaldo Keller Fernandes UNESP
Depto. Microbiologia e Imunologia Orientadora
Instituto de Biociéncias de Botucatu

Pesquisador Responséavel



