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RESUMO

A esporotricose é uma infeccdo micética provocada pelo fungo dimorfico Sporothrix schenckii.
Apresenta em geral lesGes cutaneas nodulares e/ou ulcerativas, da qual o fungo dissemina por via
linfatica, provocando em alguns casos, infeccdo sistémica. As células dendriticas (CDs) sdo células
apresentadoras de antigenos profissionais, capazes de traduzir a informacdo associada ao fungo e
promover uma resposta celular tanto in vitro quanto in vivo. Entretanto, os mecanismos envolvidos na
interacdo entre CDs e o fungo S. schenckii ainda ndo foram esclarecidos. O presente estudo investigou as
mudancas fenotipicas e funcionais em células dendriticas derivadas da medula dssea de camundongos, in
vitro, promovidas pelos diferentes estimulos fungicos e sua capacidade em iniciar uma resposta imune
celular. Os antigenos estudados foram o exoantigeno, RNA total de levedura ou hifa, e levedura viva do
fungo S. schenckii. Os resultados demonstraram que todos os estimulos foram capazes de ativar as CDs
em termos de geracdo de uma resposta imune celular. Enquanto o grupo Levedura promoveu uma
producdo mais acentuada de IFN-y do que IL-17, o grupo Ex0100 gerou uma producao similar entre essas
citocinas. Esse resultado sugere que o exoantigeno pode ser capaz de desviar a resposta imune celular de
um perfil Thl efetor para Th17 inflamatério. O RNA obtido do fungo S. schenckii em sua forma
leveduriforme foi capaz de ativar CDs, promovendo uma resposta Thl enquanto o RNA obtido a partir da
hifa promoveu resposta Th17 em 48 horas de ensaio de co-cultura. Nesse contexto, a citocina IL-12 foi
essencial para a ativacdo de células T produtoras de IFN-y, enquanto as citocinas TGF-p e IL-6 foram
necessarias para ativacdo de células T produtoras de IL-17. Nossos dados demonstram a plasticidade das
CDs em traduzir diferentes estimulos derivados do fungo S. schenckii em uma resposta diferencial de
células T in vitro. Posteriormente, por meio da transferéncia adotiva dessas CDs estimuladas, foi avaliada
a capacidade de essas células exercerem prote¢do na infeccdo induzida de esporotricose. Os resultados
encontrados ndo demonstraram a presenca de UFC no bago desses animais, enquanto que as analises
histopatologicas sugerem capacidade dessas células em reduzir a carga flngica no bago na esporotricose
sistémica. Os grupos de tratamento Exo0100, RNA Hifa e RNA Levedura, ao mesmo tempo em que
promoveram uma diminuicdo na classificacdo da carga fungica histolégica nos animais infectados quando
comparados ao controle somente infectado, promoveram um aumento significativo de células
CD4/CD62Lhi e CD8/CD62Lhi em células totais do bago, 0 que sugere a formacdo de memoria central
nesses grupos de tratamentos. Embora nédo se conheca ainda as consequiéncias de uma maior ativacdo de
células Th17 na esporotricose, a inducdo dessas parece estar associada com a protecdo vacinal no modelo
da esporotricose sistémica. A utilizacdo das CDs ex-vivo como ferramentas protetoras para esporotricose
exige estudos posteriores para melhor caracterizacdo desse modelo vacinal.
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ABSTRACT

Sporotrichosis is a disease caused by the dimorphic fungus Sporothrix schenckii. The mains
clinical manifestations occur on the skin, however the number of systemic and visceral cases has
increased, especially in immunocompromised patients. Dendritic cells (DC) are highly capable of
recognizing the fungus associated data and translate it into differential T cells responses both in vitro and
in vivo. Although, the mechanisms involved in the interaction between DCs and S. schenckii are not fully
elucidated. The study aimed to investigate the phenotypic and functional changes in bone marrow
dendritic cells stimulated in vitro with the yeast form, or exoantigen, or total RNA from yeast or hyphal
forms, of the fungus S. schenckii and its ability to trigger a cellular immune response. Our results
demonstrated that live yeast-form from S. schenckii and exoantigen, on its higher dose, were able to
activate BMDC and made them fully capable of triggering T cell responses in vitro. Whereas the Yeast
group promoted a more enunciated IFN-y production than IL-17, the Exo100 group generated a similar
production of both cytokines. The exoantigen stimulus suggest an ability in deviating the immune
response from an effector Thl to inflammatory Th17 response, although we do not know the effects of an
increase on Th17 cells in sporotrichosis. Similarly, RNA antigens were equally capable of
immunomodulation, with yeast RNA promoting a Thl whereas hyphal RNA promoted Th17 responses at
48 hours co-culture assay. In this context, the IL-12 cytokine was shown essencial to the activation of
IFN-y producing T cells, whilst TGF-p and IL-6 cytokines were shown needed for IL-17 producing T
cells activation. Our data demonstrated the plasticity of DC on translating the data associated with the
fungus S. schenckii and ExoAg and total RNA into differential T cells response in vitro. Further we
assessed the ability of these cells on a protection assay for sporotrichosis, adoptively transferring these
cells as a vaccinal tool. Although we didn’t recover CFU values from spleen, our histopathologycal
analyzes suggests a great ability of these cells in reducing the fungal burden in spleen for systemic
sporotrichosis. The treatment groups Ex0100, Hyphal RNA and Yeast RNA promoted decay on
histologycal fungal burden when compared with non-treated infected group, together with a significant
augment on CD4/CD62Lhi and CD8/CD62Lhi cells in spleen cells, suggesting central memory triggering
for these groups. Although the consequences of increased Thl7 cells activation are not known in
sporotrichosis, the induction of Th17 cells seems to have a protective role for systemic sporotrichosis.
Our data provides the possibility of using ex vivo-generated DCs as vaccinal tools for sporotrichosis,

however further studies are still need to optimize this vaccinal tool.

XVII



CAPITULO |



Introducao

INTRODUCAO

2



Introducao

1. Esporotricose

A esporotricose € uma doenca de distribuicdo mundial, sendo mais comum nas
regides de clima temperado e tropical. A maioria dos casos se concentram no México,
América Central e América do Sul, com incidéncia de um para cada 1000 habitantes nas
areas rurais (Pappas, Tellez et al., 2000; De Araujo, Marques et al., 2001). A
Esporotricose é a micose subcutanea mais comum na América do Sul, e, atualmente, o
Japdo e a Ameérica do Norte também sdo considerados areas endémicas (Barros,
Schubach Ade et al., 2004). No Brasil, a regido metropolitana do Rio de Janeiro é
considerada uma regido epidémica, sendo as populacdes de condigdes socioeconémicas
desfavoraveis as mais atingidas (Barros, Schubach et al., 2010).

A esporotricose foi descrita pela primeira vez por Benjamin Schenck em 1898,
um estudante de medicina do Hospital Johns Hopkins, Baltimore, Estados Unidos. Apds
Schenk isolar o agente etiol6gico, a amostra foi analisada pelo micologista Erwin Smith
e identificada como um microorganismo do género Sporotrichum. Em 1900, a doenca
foi noticiada pela segunda vez por Hektoen and Perkins, os quais classificaram o agente
etiolégico como Sporothrix schenckii (S. schenckii), nome usado até os dias atuais
(Hektoen e Perkins, 1900). O primeiro caso de esporotricose no Brasil foi noticiado em
1907 pelos Drs Adolpho Lutz e Alffonso Splendore (Lutz e Splendore, 1907).

O fungo Sporothrix schenckii é o agente etiol6gico da esporotricose humana e
animal. Pertence a classe dos Hyphomycetes, presente na natureza como bolor, na forma
miceliar, constituido de hifas septadas, hialinas, com conidios posicionados lateralmente
na hifa ou em grupos no final de conidi6foros, organizados em formato de bouquet. A
forma miceliar infectante, ao entrar em contato com o tecido do hospedeiro, a 37°C, se
modifica para a forma de levedura, tipicamente redondas, ovais ou em forma de charuto
e com reproducéo por brotamento (Gori, Lupetti et al., 1997; Mendez Tovar, Anides-
Fonseca et al., 2004).

Na natureza ou no laboratério, em temperaturas que variam de 25 a 30°C, o
fungo cresce na forma miceliar. O organismo cresce bem em meios de cultura artificiais
padrdo, como Sabouraud dextrose &gar, produzindo coldnias Umidas de coloracdo
creme, com aspecto membranoso e uma superficie dobrada ou enrugada. Apos alguns
dias, variavel entre as cepas (Almeida-Paes, Frases et al., 2009), as col6nias adquirem
uma coloracdo de marrom a preta (Lopes-Bezerra, Schubach et al., 2006). Entretanto,

existem cepas que ndo alteram a cor, denominadas como cepas albinas ou néo
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pigmentadas (Almeida-Paes, Frases et al., 2009). Por outro lado, quando cultivado a
37°C, o0 S. schenckii assume a forma leveduriforme em meios de cultura suplementados,
como BHI (brain-heart infusion) ou glicose-cisteina agar sangue. Diante dessas
caracteristicas, o fungo S. schenckii é classificado como dimorfico termo-dependente.
Apesar de fatores como aeracao, tensdo de CO2, pH, fonte de carbono e presenca de
cations divalentes influenciarem a transicdo morfoldgica, a temperatura é o fator
determinante para o dimorfismo (Lopes-Bezerra, Schubach et al., 2006; Carlos, Sassa et
al., 2009).

A melanina é o pigmento responsavel pela coloracdo observada nas coldnias de
S. schenckii. Nas hifas, existem conidios pigmentados, com paredes celulares grossas,
que variam em numero, o que determina a intensidade da cor da col6nia (Nobre, Madrid
et al., 2008). Apesar das col6nias na forma leveduriforme ndo apresentarem variacdes
de cor entre cepas, sendo sempre de coloragdo creme, foi demonstrado uma fina camada
de melanina nas células leveduriformes (Morris-Jones, Youngchim et al., 2003).

O fungo S. schenckii é saprofito no ambiente e amplamente distribuido na
natureza. Podem ser encontrados em plantas, arbustos, solo, materiais organicos em
decomposicdo, ou materiais sob condi¢fes adequadas de temperatura e umidade. N&o
existem fatores que predispdem a doenga, a qual afeta pessoas de qualquer idade, sexo
ou raca, e 0 numero de casos envolvendo homens ou mulheres varia de regido para
regido (Muir e Pritchard, 1984; Itoh, Okamoto et al., 1986; Rippon, 1988; Barros,
Schubach Ade et al., 2004). As pessoas com maior risco de infec¢do sdo aquelas ligadas
a certas ocupacgdes associadas ao contato com o solo e plantas como fazendeiros,
jardineiros, floristas, horticultores, mineradores e outros profissionais (Matter, Bailey et
al., 1984; Conti Diaz, 1989; Neyra, Fonteyne et al., 2005; Carlos, Sassa et al., 2009) e,
atualmente, devido ao grande numero de casos de transmissdes zoonoticas, 0S
profissionais veterinarios, cuidadores de animais e donos de animais domésticos,
principalmente gatos (De Lima Barros, Schubach et al., 2001; Barros, Schubach Ade et
al., 2004; Schubach, Schubach et al., 2006; Barros, Schubach et al., 2010).

O S. schenckii ¢ um fungo patogénico dimorfico que produz uma micose
subcutdnea tipica, apesar de apresentar carater oportunista em pacientes
imunocomprometidos. A infeccdo classica é adquirida através da implantacdo cutanea,
em geral através de pequenos traumas com materiais contaminados com matéria
organica do solo, através de ferimentos causados por fragmentos de vidro, pedras,
vegetacao, espinhos de roseira, ou ferimentos com feno contaminado (Lopes-Bezerra,
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Schubach et al., 2006; Carlos, Sassa et al., 2009). A transmissdo zoon6tica tem sido
descrita em casos isolados ou em pequenos surtos, através de picadas, mordidas, ou
arranh@es de animais contaminados, como roedores, peixes, gatos, tatus, passaros,
insetos, ou répteis (Lopes-Bezerra, Schubach et al., 2006; Carlos, Sassa et al., 2009). O
periodo de incubacgdo varia de 3 dias a 12 semanas, com média de 3 semanas (Lopes,
Alves et al., 1992; Kajiwara, Saito et al., 2004).

Existem diferentes formas clinicas da doenca. A forma clinica mais comum da
doenca € a linfocutdnea, na qual as lesBes aparecem como uma péapula, que,
gradativamente, aumenta e torna-se nodular e freqlientemente Glcera (Lyon, Zurita et
al., 2003; Lopes-Bezerra, Schubach et al., 2006). Essa forma clinica pode curar de
forma espontanea ou tornar-se crénica se nao houver tratamento. Outra forma clinica da
doenca € a cutanea, na qual as lesdes sdo placas em formas de verruga que podem
evoluir para Ulceras, porém a disseminagdo linfatica ndo é observada. As lesdes
apresentam cura espontanea, porém existe a possibilidade de recorréncia caso nao haja
tratamento. A Ultima e mais grave forma clinica é a disseminada, a qual ocorre como
resultado de uma disseminacdo hematogénica do sitio de inoculacdo priméario ou do
linfonodo. Essa forma atinge principalmente hospedeiros imunocomprometidos e pode
se apresentar de diversas formas, dentre elas sinusite e meningite (De Araujo, Marques
et al., 2001). Mais raramente, o fungo pode ser inalado, aspirado ou ingerido,
produzindo infeccdo sistémica em individuos suscetiveis (Matter, Bailey et al., 1984;
Lopes, Alves et al., 1992).

Estas diferentes formas clinicas sdo atribuidas a quantidade inicial do in6culo, a
profundidade do trauma, a viruléncia da cepa, ao estado imunolégico do hospedeiro, € a
tolerancia térmica do fungo (Fernandes, Mathews et al., 1999). A capacidade da
resposta imune celular do hospedeiro determina o grau de invasdo pelo fungo
patogénico. As formas mais graves da esporotricose tém sido associadas a pacientes
imunocomprometidos, como aqueles infectados com o virus da imunodeficiéncia
humana (HIV), sugerindo que o S. schenckii é um patégeno oportunista emergente
(Gori, Lupetti et al., 1997; Al-Tawfiq e Wools, 1998; De Araujo, Marques et al., 2001;
Nascimento e Almeida, 2005).

Atualmente, tem-se voltado a atencdo aos componentes do fungo que possam
estar envolvidos no reconhecimento e na inducdo da resposta imune. Os mecanismos de
viruléncia do fungo sdo pouco conhecidos, mas sugere-se que a termotolerancia,

pigmentos como a melanina, as enzimas extracelulares e peptideos-polissacarideos
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estejam envolvidos. As enzimas extracelulares como as fosfatases acidas, produzidas
pelo fungo, parecem desempenhar papel importante na interacdo das células
leveduriformes de S. schenckii com os macrofagos (Hogan, Klein et al., 1996;
Nascimento e Almeida, 2005).

No fungo S. schenckii, a forma leveduriforme possui uma fina camada de
complexo peptidico-polissacarideo na superficie celular (Alviano, Pereira et al., 1982).
A porcdo polissacaridea é composta de ramnose, manose, galactose e glicose. A
ramnose desempenha um papel importante na reacdo de hipersensibilidade do tipo
imediata, enquanto que a porgdo peptidica esta envolvida nas reacdes de
hipersensibilidade tardias (Shimonaka, Noguchi et al., 1975). O peptideo-
ramnomanana, isolado da forma leveduriforme do fungo, pode estar envolvido na
viruléncia do fungo (Lloyd e Bitoon, 1971; Carlos, Sgarbi et al., 1999). A fagocitose
das células leveduriformes pelos macréfagos peritoneais € inibida in vitro pela
galactomanana e ramnomanana purificadas da superficie celular do S. schenckii (Oda,
Kubelka et al., 1983), assim bem como pelo extrato lipidico (Carlos, Sgarbi et al.,
2003).

A composicdo de carboidratos da parede celular do fungo esta relacionada a
viruléncia dos conidios em diferentes tempos de cultivo. Verificou-se que os conidios
cultivados por um menor periodo de tempo foram mais virulentos e que em sua
superficie havia maior proporcdo de ramnomanana em relacdo a manose (Fernandes,
Mathews et al., 1999).

A capacidade de adesdo do fungo a células epiteliais ¢ primordial para a
colonizacdo do tecido e para a disseminacdo da doenca. Inicialmente, estudos
demonstraram que o fungo S. schenckii adere a fibronectina e laminina (Lima,
Figueiredo et al., 1999; Lima, Figueiredo et al., 2001; Lima, Bouchara et al., 2004),
células endoteliais (Figueiredo, De Lima et al., 2004), e que isso € um passo essencial
para a transposicéo da barreira endotelial (Figueiredo, Deccache et al., 2007). Ambos os
processos séo modulados por citocinas (Figueiredo, De Lima et al., 2004; Figueiredo,
Deccache et al., 2007). Recentemente, uma proteina com funcdes de adesina, de 70
kDa, foi caracterizada por dois grupos diferentes (Nascimento, Espindola et al., 2008;
Ruiz-Baca, Toriello et al., 2009). Essa proteina, presente na parede celular, medeia a
adesdo do fungo as proteinas da matriz extracelular, e é responsavel por importante
producdo de anticorpos na infeccdo esporotricética (Scott e Muchmore, 1989;
Nascimento e Almeida, 2005). A imunizacdo de camundongos com um anticorpo
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monoclonal para a proteina de 70 kDa induziu protecdo contra a esporotricose,
demonstrando a importancia dessa proteina como fator de viruléncia (Nascimento,
Espindola et al., 2008). Outro trabalho sugere que a viruléncia do Fungo S. schenckii
esta relacionada, pelo menos em parte, a expressdo de adesinas para fibronectina na
superficie do fungo (Teixeira, De Castro et al., 2009). Similarmente, diferentes autores
tém descrito uma correlacdo positiva entre adesdo fungica e viruléncia (Hanna,
Monteiro Da Silva et al., 2000; Wasylnka e Moore, 2000; Mendes-Giannini, Andreotti
et al., 2006).

A camada peptidica-polissacaridea, presente na forma leveduriforme, pode se
desprender da camada mais central da parede celular devido ao atrito gerado pela
agitacdo nos meios de cultura, necessaria para a transicdo da forma miceliar para a
leveduriforme in vitro. Esses antigenos que sdo liberados no meio de cultura sao
denominados exoantigenos e também podem estar relacionados a resposta imune gerada
na infeccdo fungica (Polonelli e Morace, 1982). Em 1989, Scott e Muchmore
demonstraram, usando a técnica de immunoblotting, que todos os soros de pacientes
com esporotricose testados reagiam com antigenos solUveis de S. schenckii de 40 e 70
kDa. Pacientes com esporotricose extracutanea também demonstraram reatividade
contra o antigeno de 32 kDa, demonstrando a possivel importancia destes trés antigenos
na resposta humoral na esporotricose (Scott e Muchmore, 1989). Em 2005, Nascimento
e Almeida demonstraram que todos os soros de camundongos infectados com
esporotricose reagiram contra o antigeno de 70 kDa (Nascimento e Almeida, 2005).

Carlos e cols. demonstraram que a resposta imune celular de animais infectados
com O fungo S. schenckii esta diminuida entre a 4° e a 6° semanas de infecgdo, quando
as células do baco destes animais foram estimuladas com exoantigeno obtido a partir do
fungo em sua forma leveduriforme (Carlos, Zini et al., 1994). Neste periodo também se
pdde observar um aumento na multiplicacdo fungica no figado e bagco dos camundongos
infectados (Maia, Sassa et al., 2006).

Moléculas de &cido sidlico também foram encontradas na superficie do S.
schenckii e podem ter um papel na patogenicidade deste fungo, devido ao fato que as
formas saprofiticas tém menos residuos de acido sialico em sua superficie que as formas
leveduriformes. As formas de S. schenckii que tiveram seus residuos de acido sialico
removidos enzimaticamente sdo mais suscetiveis a fagocitose (Alviano, Travassos et al.,
1999).
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O componente lipidico da parede celular desempenha um papel importante na
patogénese desta micose, inibindo o processo fagocitico através da elevada liberacdo de
oxido nitrico (NO) e do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) em culturas de
macrdéfagos (Carlos, Sgarbi et al., 2003). Recentemente, Sassa e colaboradores
demonstraram que macrofagos deficientes para TLR-4 ndo apresentaram producdo de
NO e TNF-o quando estimulados com o lipideo de S. schenckii, sugerindo uma
importancia desse receptor na resposta ao mesmo (Sassa, Saturi et al., 2009).

Uma grande variedade de fungos sintetizam pigmentos marrom escuros ou
pretos conhecidos como melanina, os quais sdo produzidos principalmente por duas vias
metabolicas: 1,8-dihidroxinaftaleno (DHN) ou dihidroxifenilalanina (DOPA) (Bell e
Wheeler, 1986; Butler e Day, 1998). Ao exemplo de alguns fungos patogénicos de
coloracdo escura, como Exophiala (Wangiella) dermatitidis, Cladosporium carrioni, e
Fonsecaea pedrosoi, o fungo S. schenckii é capaz de sintetizar melanina pela via DHN
(Romero-Martinez, Wheeler et al., 2000). Mais recentemente, dois grupos
demonstraram a capacidade do fungo S. schenckii em produzir melanina pela via DOPA
(Almeida-Paes, Frases et al., 2009; Teixeira, De Castro et al., 2010).

Estudos in vitro demonstraram a capacidade da melanina fangica em agir como
um protetor a resposta imune, baseado em sua capacidade de remover radicais livres
eficientemente, o que aumenta a sobrevivéncia de células melanilizadas na presenca de
derivados de nitrogénio e oxigénio quando comparadas com células deficientes em
melanina (Doering, Nosanchuk et al., 1999; Romero-Martinez, Wheeler et al., 2000).
Romero-Martinez e cols. (2000) demonstraram in vitro que conidios pigmentados sdo
mais resistentes a fagocitose, radiacdo UV e radicais livres, quando comparados a
conidios albinos (Romero-Martinez, Wheeler et al., 2000).

Em modelo experimental murino de esporotricose cutanea, Nobre e
colaboradores demonstraram diferencas na viruléncia de cepas pigmentadas e mutantes
albinos, sendo a melanina um fator importante para a disseminacdo de lesbes na
esporotricose (Nobre, Madrid et al., 2008). Em modelo de esporotricose sistémica,
cepas cultivadas com meio rico em L-DOPA promoveram um aumento na viruléncia do
fungo, determinando maior mortalidade, maior UFC e pior condicdo dos 0rgdos
(Teixeira, De Castro et al., 2010). Além da producdo da melanina ser variavel entre as
cepas, as condicdes de cultura influenciam a sua producdo e devem ser levadas em

conta para nao haver alteragdes de viruléncia da cepa utilizada (Almeida-Paes, Frases et
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al., 2009). Todos esses fatores fazem da melanina um importante fator de viruléncia do
fungo S. schenckii.

O teste ideal para se analisar um fator de viruléncia € realizar comparac@es entre
respostas bioldgicas ao fungo com e sem esse fator (Hogan, Klein et al., 1996). Para
viabilizar essas comparagdes, mutantes que ndo sdo naturais podem ser obtidos por
mutagénese quimica ou através de radiacdo UV. Mutantes com viruléncia atenuada ou
inexistente permitem uma base para o estudo de fatores de viruléncia, incluindo a
aplicacdo de ferramentas da biologia molecular para definir os genes envolvidos
(Stevens, Brummer et al., 1997).

2. Células Dendriticas: caracteristicas fenotipicas e funcionais

As Células Dendriticas foram descobertas por Ralph M. Steinman e Zanvil Cohn
em 1973, e descritas em uma série de artigos, de 1973 até 1979, ap6s serem isoladas do
baco de camundongos (Steinman e Cohn, 1973; 1974; Steinman, Lustig et al., 1974;
Steinman, Adams et al., 1975; Steinman, Kaplan et al., 1979). Ao analisarem as células
acessorias do sistema imune por microscopia de contraste de fase e eletrénica, Cohn e
Steinman encontraram células estreladas e alongadas que ndo se assemelhavam com
nenhum macrdfago descrito. Devido ao seu formato ramificado, que remetia ao de uma
arvore, eles nomearam essas de Células Dendriticas, terminologia derivada da palavra
dendron, que significa arvore em grego (Steinman, 2007). Esta morfologia € de extrema
importancia para sua funcdo, pois as ramificagdes lancadas pela CD funcionam para
aumentar sua superficie de contato e otimizam suas funcdes, diretamente relacionadas
ao contato célula-célula.

Curiosamente, as células de Langerhans, descobertas por Paul Langerhans em
1868 (Langerhans, 1868), permaneceram por mais de 100 anos como células
constituintes do sistema nervoso localizadas na epiderme e, somente em 1989, foram
classificadas como um dos muitos tipos de CDs (Becker, 2003).

Durante os primeiros 20 anos de pesquisa, as CDs foram cuidadosamente
isoladas dos tecidos e estudadas por um pequeno nimero de pesquisadores. Entretanto,
a identificacdo de métodos de diferenciacdo com grande geracdo de CDs in vitro (Caux,
Dezutter-Dambuyant et al., 1992; Inaba, Inaba et al., 1992; Romani, Gruner et al.,
1994) permitiu muitas descobertas de suas propriedades bioldgicas e moleculares. Logo

se tornou evidente que as células dendriticas eram Unicas e particularmente potentes em
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promover a ativacdo de células T (Steinman, 2007). Como se voltando no tempo, a
descoberta de diferentes subtipos levou os pesquisadores de volta ao trabalhoso
isolamento de CDs de tecidos ou deteccdo especifica através de proteinas de fusdo in
vivo (Dudziak, Kamphorst et al., 2007; Klechevsky, Morita et al., 2008).

As CDs sdo células hematopoiéticas que pertencem a familia das células
apresentadoras de antigenos (do inglés APC), que inclui também os linfocitos B e os
macrofagos (Merad e Manz, 2009). Entretanto, as CDs sdo pelo menos de 100 a 300
vezes mais potentes em iniciar a resposta de células T quando comparadas as outras
APCs (Steinman, Gutchinov et al., 1983).

As CDs sdo compostas por diversas formas e subtipos, cada um com receptores
distintos para captura de antigeno e sinalizacdo, diferentes mecanismos de
processamento de antigenos e diferentes resultados funcionais. Estudos recentes tém
demonstrado que diferentes tipos de CDs apresentam papéis imunorreguladores
distintos, com complexa interacdo entre os mesmos (Dudziak, Kamphorst et al., 2007;
Shklovskaya, Roediger et al., 2008; Kaplan, 2010). As pesquisas nessa area devem
determinar que os subtipos das CDs se desenvolveram para lidar com categorias
especificas de infeccOes e antigenos (Steinman, 2007).

As células dendriticas sdo compostas por populacdes heterogéneas de células
que podem ser divididas em dois grupos principais: (1) CDs ndo linféides migratorias e
CDs linféides residentes; (2) CDs plasmocitdides (pCDs). O termo CDs classicas ou
convencionais (cCD) tém sido usado recentemente para opor CDs linfdides residentes
as pCDs. Por outro lado, as CDs ndo linfoides sdo principalmente denominadas CDs
teciduais (Merad e Manz, 2009).

As CDs migratérias e as residentes possuem duas principais funcdes: a
manutencdo da tolerancia ao préprio e a promocao de uma resposta imune especifica
contra patdgenos invasores (Banchereau e Steinman, 1998; Steinman, Hawiger et al.,
2003); enquanto a principal funcdo das CDs plasmocitoides é secretar grandes
quantidades de interferon-a em resposta as infecgdes virais e ativar células T contra 0s
antigenos virais (Liu, 2005).

As CDs, juntamente com todas as células sanguineas, tém sua Gltima origem nas
células tronco hematopoiéticas da medula Ossea. Estas ddo origem a uma série de
precursores que progressivamente se tornam mais comprometidos a uma linhagem
celular especifica. Um dos primeiros passos é o desenvolvimento de precursores que

possuem uma grande tendéncia em gerar células das linhagens miel6ides ou linfoides,
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denominados precursores mieldide comum e precursor linféide comum,
respectivamente. Inicialmente, foi considerado Obvio que as CDs seriam células da
linhagem mieldide, entretanto, os precursores comprometidos com a linhagem mieloide
ou linféide podem se desenvolver em CDs e pCDs em camundongos e humanos.
Estudos recentes revelaram que a manutencdo da possibilidade de um precursor
hematopoiético se tornar uma CD esta relacionada com a expressdo do receptor Flt3 e
sua capacidade em responder ao ligante de FIt3. Mais estudos sdo necessarios para
demonstrar todas as possibilidades do sistema hematopoiético em gerar CDs e os fatores
envolvidos, porém, esta claro que existe uma grande plasticidade de destino entre os
precursores (Shortman e Naik, 2007; Merad e Manz, 2009).

Quanto a distribuicdo, as CDs podem ser encontradas tanto em 6rgdos linfoides
como em o6rgdos nado linféides. As CDs estdo continuamente vigiando o ambiente no
qual se encontram, processando antigenos e apresentando esses para outras células
imunes. Elas séo sentinelas que garantem que uma resposta imune seja apropriada em
especificidade, intensidade, e tipo (Bashyam, 2007).

Os patdgenos apresentam assinaturas moleculares, conservadas evolutivamente,
descritas como padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPs, do inglés
Pathogen Associated Molecular Patterns), que promovem a ativacdo das CDs. Os
PAMPs estdo associados tanto a resposta imune inata quanto a adaptativa e sdo
reconhecidos por uma vasta familia de receptores denominada receptores de
reconhecimento de padrbes (PRRs). Nos Ultimos anos, varias classes de PRRs tém sido
descritos, por exemplo, receptores tipo NOD (nucleotide oligomerization domain),
receptores tipo RIG-1 (retinoic acid inducible gene), alguns membros da familia lectina
tipo-C, e principalmente os receptores do tipo toll (TLRs). As CDs expressam um
grande repertério de PRRs e, em resposta a sinais promovidos pelo receptor, promovem
uma profunda transformagdo fenotipica e funcional, denominadas ativacdo de CDs.
Desse modo, tornam-se células apresentadoras de antigenos competentes para sustentar
a expansdo e diferenciacdo de células T antigeno-especificas em células efetoras
apropriadas. As CDs ativadas pelo contato com o patdgeno normalmente apresentam
altos niveis da molécula de histocompatibilidade principal (MHC), as quais apresentam
0s peptideos derivados do patégeno, que podem ser reconhecidos por receptores de
células T (TCR) em células T virgens antigeno-especificas. Esse € o primeiro sinal de
ativacdo para a célula T e é conhecido como sinal 1. As CDs ativadas pelo encontro

com o patdgeno também expressam uma variedade de moléculas co-estimuladoras, as

11



Introducao

quais se ligam aos seus receptores nas células T e transmitem sinais que sdo importantes
para a proliferacdo e manutencdo das células T, conhecido como sinal 2. As moléculas
co-estimuladoras mais conhecidas nesse contexto sao as CD80 e CD86, que se ligam a
CD28 na célula T. Por fim, as células dendriticas ativadas produzem mediadores que
promovem a diferenciacdo de células T em células efetoras, conhecido como sinal 3.
Por exemplo, a interleucina-12 ¢ um mediador tipico secretado por CDs ativadas, que
instruem o desenvolvimento da imunidade do tipo 1, caracterizado pelas células T
auxiliadoras 1 (Thl) ou linfécito T citotoxico (CTL). A integracdo desses trés sinais
pela célula T determina o seu destino. Esses sinais parecem ser necessarios para geragao
de células T efetoras, enquanto o sinal 1, na auséncia dos sinais 2 e 3, parece ser
utilizado para inativar a célula T virgem, ou promover destinos reguladores (Joffre,
Nolte et al., 2009).

As CDs imunogénicas sdo geralmente definidas pela expressdo de marcadores
de maturacdo apropriados, como moléculas MHC classe Il, CD80, CD86, CD40 e
CCR7. Entretanto, existem evidéncias que CDs podem expressar marcadores de
maturacao sem serem capazes de estimular respostas de células T, e, em algumas vezes,
induzindo tolerancia (Albert, Jegathesan et al., 2001; Menges, Rossner et al., 2002;
Fujii, Liu et al., 2004). Portanto, a nomenclatura CD ativada ao invés de maturada é
mais adequada para demonstrar capacidade de ativar células T.

Nesse contexto, Steinman demonstrou que o estado de ativacao e diferenciacao
das CDs determina ambos a magnitude e a natureza da resposta imune adaptativa
elaborada pelo hospedeiro. Isso revela o papel central da CD como intérprete da
entidade estranha e como determinante chave do tipo adequado da resposta imune que
deve ser iniciada (Bashyam, 2007).

De acordo com as informages descritas acima, a ativacdo apropriada das CDs
pode ser extremamente relevante para o direcionamento das respostas mediadas pelos
linfécitos T auxiliares, seja o objetivo aumentar a resisténcia ou silenciar respostas
indesejadas. Uma caracterizagdo minuciosa abordando a interacdo de CDs com
antigenos distintos pode originar novos principios de intervencdo imunolégica, como ja
vem sendo investigado na terapia anti-tumoral (O'neill, Wilson et al., 2004; Reichardt,
Brossart et al., 2004; Steinman, 2007).

Em diferentes modelos experimentais de doencas infecciosas tém sido proposto

que CDs podem servir como vacinas carreadoras de antigenos mediando protecdo
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contra varios tipos de patdgenos (Bourguin, Moser et al., 1998; Moll, 2003; Lu, Arraes
et al., 2004).

Estudos na dltima década tém estabelecido o papel essencial das CDs na
manutencdo da integridade imunoldgica e sua importancia no desenvolvimento e
possivel tratamento de doencas humanas. Em reconhecimento a sua importancia, o
descobridor das CDs Dr. Ralph Steinman ganhou o prémio Albert Lasker de Pesquisa
Médica Basica no ano de 2007 (Rockefeller University, New York, NY) (Merad e
Manz, 2009).

3. Papel das células dendriticas nas infec¢des fungicas

Nos ultimos anos tem sido demonstrado que a estimulacdo de CDs com
peptideos antigénicos, lisado de tumores, ou vetores virais codificando antigenos
relevantes, induz uma resposta imune, que inclui a imunidade protetora e terapéutica
para tumores e infec¢Oes bacterianas em modelos animais (Esche, Shurin et al., 1999;
Gonzalez-Juarrero, Turner et al., 2002; Moll, 2003) e ensaios clinicos (Ide, Nakamura et
al., 2006; Srivastava, 2006; Ferrantini, Capone et al., 2008; Palma, Adamson et al.,
2008).

Além da imunidade protetora contra bactérias e antigenos tumorais, tem sido
descrito também o papel de CDs nas infeccdes flngicas (Mansour, Latz et al., 2006;
Pietrella, Bistoni et al., 2006; Dan, Wang et al., 2008). Estudos recentes demonstram
que CDs sdo capazes de identificar informacGes associadas a fungos, necessarias para
promover de maneira qualitativa uma resposta imune adquirida e protetora contra este
patégeno (D'ostiani, Del Sero et al., 2000). D’ostiani e cols. (2000) observaram que
CDs mieldides imaturas fagocitam eficientemente as formas de levedura e hifas do
fungo Candida albicans e induzem diferencialmente uma resposta mediada por células
T auxiliares (Th). CDs estimuladas com a forma leveduriforme de C. albicans
produziram quantidades significativas de IL-12, ativando, consequentemente, uma
resposta de padrdo Thl, enquanto que a estimulacdo das CDs com a forma miceliar
induziu a producdo de IL-4 e a ativacdo de células Th2 (D'ostiani, Del Sero et al.,
2000). Entretanto, somente as CDs estimuladas com as formas leveduriformes foram
capazes de induzir uma resposta protetora quando transferida adotivamente in vivo
(D'ostiani, Del Sero et al., 2000).
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Introducao

Outros estudos tém demonstrado também que a transfeccdo de CDs com RNA
fangico promove a maturacdo funcional das mesmas (Bacci, Montagnoli et al., 2002;
Claudia, Bacci et al., 2002; Bozza, Perruccio et al., 2003). Bacci e cols. (2002)
observaram que a transfeccdo in vitro de CDs com RNA total extraido tanto da forma
leveduriforme quanto miceliar de C. albicans foi capaz de promover a maturagdo das
CDs, com aumento na expressdo de MHC classe Il e de moléculas co-estimuladoras
CD80 e CD86 (Bacci, Montagnoli et al., 2002). Entretanto, apenas as CDs transfectadas
com RNA de levedura foram capazes de induzir um padrdo de resposta Thl e
resisténcia fungica in vivo (Bacci, Montagnoli et al., 2002). Posteriormente, Bozza e
cols. (2004) observaram que as CDs capturam de maneira eficiente o RNA fungico
extracelular, promovendo um aumento na expressao de TLR. Neste caso, a expressao de
TLR2, TLR3, TLR4, TLR8 e TLR9 aumentou em CDs estimuladas com RNA de
Aspergillus de ambas as formas, levedura e conidia (Bozza, Montagnoli et al., 2004).
Estes dados sugerem que a utilizacdo de CDs transfectadas com RNA fungico pode
representar uma estratégia de terapia celular promissora contra as infec¢des flngicas.

A imunidade mediada por células a antigenos de S. schenckii esta associada ao
mecanismo imune que controla esta infecgdo. Entretanto, o papel das CDs na
esporotricose ndo esta totalmente esclarecido. Recentemente, Uenotsuchi e cols.
demonstraram que CDs derivadas de mondcitos humanos pulsados com o fungo S.
schenckii, de origem cutanea e visceral, promoveram uma reposta imune celular
diferencial. As CDs imaturas estimuladas com S. schenckii de origem cutéanea foram
mais potentes em ativar uma resposta Thl quando comparadas com as CDs estimuladas
com S. schenckii de origem visceral (Uenotsuchi, Takeuchi et al., 2006).

Desta forma, este estudo tem como objetivo a utilizacdo de CDs estimuladas
com o RNA total do fungo S. schenckii ou com seus diferentes antigenos para avaliar o
possivel papel imunomodulador destas células em modelo experimentai de

esporotricose sistémica.
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Objetivos

1. Objetivo geral

Avaliacdo fenotipica e funcional de CDs estimuladas in vitro com RNA total ou
exoantigeno do fungo S. schenckii e do possivel efeito imunomodulador em modelo

experimental de esporotricose sistémica.

2. Objetivos Especificos

- Obtencao e diferenciacdo de CDs a partir de precursores da medula 6ssea.

- Avaliacdo morfoldgica e fenotipica de CDs estimuladas in vitro com a forma
leveduriforme, ou RNA total, ou exoenatigeno de S. schenckii.

- Avaliagéo funcional das CDs estimuladas in vitro com a forma leveduriforme,
ou RNA total, ou exoenatigeno de S. schenckii através da producédo de citocinas
no sobrenadante de cultura.

- Auvaliar a capacidade de CDs estimuladas in vitro com a forma leveduriforme,
ou RNA total, ou exoenatigeno de S. schenckii em estimularem células T in
vitro.

- Avaliar o efeito protetor das CDs estimuladas com RNA total ou exoantigeno de
S. schenckii quando transferidas adotivamente para animais infectados com S.

schenckii.
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1. Animais

Camundongos C57BL/6, fémeas, com 6 a 14 semanas de idade, obtidos do
Centro Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica - CEMIB/UNICAMP e no Biotério
da FCFRP - USP. Os animais foram mantidos em mini-isoladores com temperatura,
umidade, fluxo de ar e ciclo de luz claro/escuro controlado e livre acesso a dgua e racao.
Todos os procedimentos foram previamente aprovados pelo Comité de FEtica da
Instituicdo (Protocolo CEP/FCF/CAr n2 10/2009).

2. Microorganismo e condigGes de cultivo

Foi utilizada amostra de S. schenckii 1099-18 isolada de um caso humano de
esporotricose (da secdo de Micologia do Departamento de Dermatologia da Columbia
University, New York, NY, USA), cedida pela Dra. Celuta Sales Alviano do Instituto de
Microbiologia da Universidade Federal do Rio de Janeiro, RJ, Brasil. As formas de
micélio foram mantidas em meio de Sabouraud em temperatura ambiente e as formas de
levedura em meio BHI (Brain Heart Infusion, Difco) a 37°C sob agitacdo de 150

ciclos/minuto.

3. Infeccé@o Experimental

Para a realizagdo do ensaio de protecdo, os animais foram infectados por via
intravenosa com 5x10° de células leveduriformes diluidas em 0,1 mL de PBS (pH 7,2)
estéril. As células leveduriformes foram obtidas ap6s um dia em cultura em BHI sob
rotacdo de 150 ciclos/minuto a 37°C. A infeccdo foi realizada ap6s 7 dias da
transferéncia adotiva de células dendriticas estimuladas com antigenos fungicos, como

descrito no item 15.

4. Obtencao dos antigenos de S. schenckii
4.1. Obtencao do Exoantigeno (ExoAQ)

A obtencdo do ExoAg do fungo foi feita de acordo com a metodologia descrita
por Carlos e cols. (2003). O fungo foi cultivado em sua forma leveduriforme em meio
BHI liquido com agitagcdo constante de 150 ciclos/minuto a 37°C, foi submetido a
radiacéo ultravioleta (UV) por uma hora. Essa suspensao celular foi mantida por 24 h a

37°C e em seguida novamente submetida a radiacdo UV por mais uma hora. Ap6s 0
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tratamento com radiacdo UV, foi acrescentada solucdo de Timerosal (1/5000). A
suspensdo celular foi mantida sob agitacdo (150 ciclos/minuto) por 48 h. Apds esse
periodo, uma aliquota de 100 uL da solugdo foi plagueada em agar Sabouraud para
controle de esterilidade da mesma. A suspensdo celular foi centrifugada e o
sobrenadante filtrado em membrana de éster de celulose com poros de 0,45 pm
(Millipore). O filtrado obtido foi concentrado por polietilenoglicol “overnight” e as
proteinas foram dosadas pelo método de Lowry (Lowry, Rosebrough et al., 1951), com
concentracdo final de 9,5 mg/mL. A citotoxidade do exoantigeno foi testada em células
murinas através do ensaio de MTT (Mosmann, 1983) e forneceu taxa de viabilidade

celular maior que 80% na maior dose utilizada nos ensaios (100ug/mL).

4.2. Extragdo de RNA fungico Total

Foram utilizados micélios com 7 dias de cultura em agar Sabouraud mantido a
temperatura ambiente (25°C). As leveduras foram preparadas deste mesmo micélio de 7
dias, que foi coletado e mergulhado em meio de BHI e mantido em agitacdo constante
de 150 ciclos/minuto a 37°C por 7 dias. Depois, 0 meio BHI foi filtrado em gaze estéril
e as leveduras coletadas.

O experimento de extracdo de RNA foi realizado no laboratério de Biologia
Molecular da Prof. Dra. Maria José Soares Mendes Giannini e o protocolo preconizado
no mesmo foi obedecido. Brevemente, em tubos de polipropileno de 50 mL (Corning)
foram adicionados 3,5 mL de reagente Tri (Sigma) para as leveduras e 7 mL para as
hifas. Pérolas de vidro foram adicionadas e os tubos foram agitados em vortex durante
15 minutos. Permaneceram por 10 minutos em descanso a temperatura ambiente. A
seguir, seguiu-se de uma centrifugacdo a 1600 x g por 10 minutos a 4°C e a fase
superior foi transferida pra um tubo novo. Nesta etapa, o volume de reagente Tri
recuperado foi anotado. Foram adicionados 0,2 mL de cloroférmio para cada 0,75 mL
de volumes recuperados e agitados em vortex. Ap6s mais 10 minutos de descanso, 0s
tubos foram centrifugados a 1600 x g por mais 15 minutos a 4°C. Novamente, a fase
superior foi transferida para um novo tubo e foram adicionados 0 mesmo volume de
Fenol:cloroformio:alcool isoamilico (25:24:1)(USB). Seguiu-se de agitacdo cuidadosa e
novamente foram deixados em repouso por mais 10 minutos e centrifugados a 1600 x g
por 15 minutos a 4°C. Mais uma vez, a fase superior foi transferida para um tubo novo e

foram adicionados 0,25 mL de isopropanol e 0,25 mL de solu¢éo de citrato de sédio 0,4
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M e cloreto de sodio 0,8 M para cada 0,75 mL de reagente Tri recuperado inicialmente.
Apo0s agitacdo cuidadosa, os tubos foram deixados em repouso por 10 minutos e
centrifugados a 1600 x g por 30 minutos a 4°C. Nesse momento ocorre a formagao de
“pellet”, que pode ser visivel ou ndo de acordo com o rendimento da extracdo. Assim, 0
sobrenadante foi descartado e foi adicionado 1 mL de etanol 75 % para cada 0,75 mL de
reagente Tri recuperado inicialmente. Os tubos foram centrifugados a 1600 x g por 5
minutos a 4°C, o sobrenadante foi descartado e o “pellet” deixado secar em cabine de
fluxo laminar deixado secar. Por fim, o “pellet” foi ressuspenso em agua bidestilada
com dietil pirocarbonato (DEPC) (Amersham), alicotados e estocados a -70°C. Todo o
experimento foi realizado em fluxo laminar e todas as solugdes foram preparadas com
agua bidestilada com DEPC. O RNA foi dosado por espectrofotometria e sua
integridade foi conferida através de eletroforese em gel de agarose 1,5% em cuba
tratada com agua com DEPC. Apos 1 hora de eletroforese, 20 minutos a 80 V e 40
minutos em 120 V, o gel foi retirado da cuba e fotografados em um transiluminador
acoplado a uma cdmera fotogréfica (INGenius Syngene Bio Imagino - SYNGENE)

5. Dosagem de proteinas

A dosagem de proteinas foi realizada pelo método preconizado por Lowry e
cols. (1951) (Lowry, Rosebrough et al., 1951). Foi adicionado 100 pL das amostras em
900 pL de agua MiliQ. Como padrdo foi utilizado BSA (Soro albumina bovino) 0,1%
em diferentes diluicbes em agua MiliQ. A cada tubo foram adicionados 3 mL da mistura
reativa (NaOH 0,1N 2% Na,CO3, CuSO4x5H,0 e tartarato de sodio) e incubou-se por
10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente adicionou-se 300 pL do reagente de
Folin (Merck) em cada um dos tubos e incubou-se novamente por 30 minutos a
temperatura ambiente. A leitura da absorvancia foi realizada a 660 nm em
espectrofotobmetro (Genesys 10 uv, Thermo Electron Corporation) e as concentracfes
das amostras foram calculadas a partir da curva padrdo de BSA. A concentragcdo do
exoantigeno foi de 9,5 mg/mL.

6. Dosagem de RNA

Uma aliquota do RNA total foi descongelada e diluida 100 vezes com &gua
bidestilada com DEPC. Assim, foram realizadas as leituras das absorvancias de 260 nm
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e 280 nm em espectrofotdbmetro (Ocean Optics Chemusb4-uv/vis). As concentracfes e a

pureza foram calculadas por meio das seguintes férmulas:

Leitura 260 nm x 50 (fator de correcéo) x 100 (diluicdo) = [ng/uL]
Leitura 260 nm/ Leitura 280 nm = pureza (ideal: 1,8 a 2,0)

7. Diferenciacdo de CDs a partir de precursores de Medula Ossea

As CDs foram diferenciadas a partir de precursores da medula 6ssea isolados do
fémur e tibia dos animais segundo protocolo preconizado por Lutz e cols. (1999), com
algumas adaptacbes (Lutz, Kukutsch et al., 1999). Apds o sacrificio dos animais, 0
fémur e a tibia foram retirados e permaneceram de 3 a 5 minutos em placa de petri com
alcool 70%. Em seguida, foram transferidos por duas vezes para placas de petri com
meio RPMI (Sigma) incompleto, nas quais permaneceram de 3 a 5 minutos.
Posteriormente, as extremidades dos ossos foram cortadas e a extracdo da medula 6ssea
foi realizada injetando-se RPMI incompleto com auxilio de uma seringa. A suspensao
de células, coletada em um tubo Falcon de 15 mL, foi centrifugada a 700g por 5
minutos a 4°C. Apos a centrifugacdo descartou-se o sobrenadante e, a fim de realizar-se
a lise de hemaécias, foi adicionado 1,5 mL de tampéao de lise ACK (150 mM cloreto de
amonio, 1 mM bicarbonato de potéssio, 0,1 mM EDTA pH 7,3) e realizada uma nova
centrifugacdo. Novamente descartou-se o sobrenadante e, na intencéo de lavar as células
do tampdo ACK, foram adicionados 5 mL de RPMI incompleto e realizada outra
centrifugacdo. Terminada a centrifugacédo, o sobrenadante foi descartado e o “pellet”
células foi ressuspendido em 1 mL de meio RPMI completo, contendo 10% de soro
fetal bovino (SFB, Sigma), 100 U/mL penicilina, 100 g/mL estreptomicina, 5 mM 2-
mercaptoetanol,1 mM piruvato de sodio (Sigma), para contagem celular em camara de
Neubauer pelo método de exclusdo por trypan. Nesse momento, 20 mL de meio RPMI
completo foi filtrado em filtro de seringa com porosidade de 0,20 um (Sartorius Stedim
Biotech GmgH-Germany) e 60 ng/mL de GM-CSF (BD PharMingen) e 20 ng/mL de
IL-4 recombinante murino (BD PharMingen) foi adicionado. Em seguida, ajustou-se a
concentracdo celular para 2x10°/mL em um volume final de 19 mL de RPMI completo
contendo as citocinas GM-CSF e IL-4. Posteriormente, 18 mL dessa suspensdo celular
foram distribuidos em uma placa de cultura de 6 pocos, com volume final de 3 mL por

poco, e entdo incubadas em estufa a 37°C e 5% de tensdo de CO,. No dia dois foram
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adicionados 3 mL de meio RPMI completo contendo GM-CSF e IL-4. No quarto dia de
cultura, foram retirados 3 mL de meio e adicionou-se 3 mL de meio fresco contendo
GM-CSF e IL-4. No sexto e nono dia as células foram coletadas para anélise da
expressao de CD11c por citometria de fluxo, descrito no item 9. As células em
diferenciacdo foram acompanhadas quanto as modificacbes morfologicas através de
microscopia Gtica invertida (NIKON Eclipse TS100) e fotos foram tiradas através do
“software” VD480 OPTMEDICAL.

Devido ao sofrimento observado no ensaio de nove dias, optou-se por realizar
somente 0 ensaio de seis dias e ainda assim com algumas adaptacdes. No dia 1
realizamos a adicdo de 3 mL de meio RPMI completo. Nos dias dois e quatro foram
retirados 3 mL e adicionados 3 mL de RPMI completo contendo GM-CSF e IL-4. Nos

dias 3 e 5 foram retirados 3 mL e adicionados 3 mL de RPMI completo.

8. Transfeccdo de células dendriticas com RNA fangico via lipidio catidnico
DOTAP

Antes de ser adicionado a cultura, o RNA foi incubado por 20 minutos a
temperatura ambiente com o lipidio catidnico N-(2,3-Dioleoyloxy-1-propyl)
trimethylammonium methyl sulfate (DOTAP, Sigma), na proporcao de 2 ug de DOTAP
para cada 1 ug de RNA. Este foi responsavel pela facilitacdo da entrada do RNA nas
CDs. As células dendriticas foram diferenciadas como descritas no item 6. No sexto dia
de cultura as células foram ou ndo transfectadas com RNA+Alexa Fluor 488, e a
positividade de emissdo de fluorescéncia Alexa Fluor 488 nas células dendriticas foi
mensurada em citbmetro de fluxo nos tempos 2, 4 e 8 horas apds a transfeccdo. Deste
modo, a emissdo de fluorescéncia Alexa Fluor 488 por uma célula dendritica comprova
a entrada do RNA na célula e atraves da porcentagem de células positivas para Alexa
Fluor 488 pode-se inferir a eficiéncia da transfeccao.

8.1 Marcacdo do RNA com o fluorocromo Alexa Fluor 488

O RNA foi marcado de acordo com as instrugdes do kit de marcagcdo ULYSIS
Alexa Fluor 488 Nucleic Acid Labeling Kits (Molecular probes, Invitrogen).
Brevemente, 1 ug de RNA foi precipitado com a adi¢do de 1/10 do volume de acetato
de sodio 3 M pH 5,2) e dois volumes de etanol absoluto. Cada tubo foi levado ao freezer

-70°C por 30 minutos e centrifugado por 15 minutos a 15300 x g a 4°C. O precipitado
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foi lavado com etanol 70% e deixado secar em cabine de fluxo laminar. Ap0s estar
seco,0 precipitado foi ressuspendido com 20 puL do componente C (5 mM Tris, 1 mM
EDTA, pH 8.0). O RNA foi aquecido a 95°C por 5 minutos e colocado no gelo em
seguida. Esse passo é importante para linearizar o RNA, o que aumenta a eficiéncia da
marcagdo. Em seguida, foram adicionados 5uL do componente B (DMSOQO) no
componente A (reagente de marcagéo liofilizado) e adicionou-se 1 pL deste em cada
tubo com 1 ug de RNA. O tubo foi incubado por 15 minutos a 90°C e a reagédo foi

encerrada colocando-se o tubo em banho de gelo.

8.2 Preparacéo das colunas de purificacdo de RNA e purificacdo do RNA+Alexa
Fluor 488

A purificacdo do RNA se faz necessaria para a retirada do excesso de reagente
de marcacdo presente no tubo, garantindo que somente RNA+Alexa Fluor 488 esteja
presente no mesmo. Para isso, foram utilizadas as colunas de eluicdo NucAwayTM Spin
Columns (Ambion), as quais permitiram a recuperagdo do RNA e remogdo de sais e
nucleotideos ndo incorporados. O procedimento foi realizado de acordo com as
instrucbes do fabricante. Brevemente, o gel seco das colunas foi direcionado para o
fundo das mesmas e foi hidratado com 650 pL de &gua livre de RNAse, vortexado e
permaneceu a temperatura ambiente por 15 minutos. A coluna de purificacdo foi
colocada em um tubo de coleta de 2 mL e centrifugada por 2 minutos a 750 x g para
remover o0 excesso de liquido. O tubo de coleta foi descartado e a amostra do RNA
marcado com Alexa Fluor 488, descrito no item acima, foi aplicada a coluna de
purificacdo. A coluna de purificacdo foi colocada no tubo de eluicdo de 1,5 mL e
centrifugada por 2 minutos a 750 x g. A amostra purificada RNA+Alexa Fluor 488 no

tubo de eluicédo esta pronta para uso.

9. Estimulagéo in vitro das CDs diferenciadas da medula

Apos os seis dias de diferenciacdo, as células ndo aderentes em cultura foram
coletadas, ajustadas para a concentracdo de 1,1x10° céls/mL e plaqueadas em placas de
24 ou 48 pocos com volume final de 0,9 mL. Assim, essas foram estimuladas ou néo
com diferentes concentragdes da forma leveduriforme do fungo S. schenckii, na
proporcao de 1:1 ou 1:10 (CDs:leveduras); ou com ExoAg, na concentragdo de 10 ou

100 ug/mL; ou com RNA total de levedura ou hifa, na concentracdo de 10 ug/mL; e
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incubadas por mais 24 horas a 37°C e 5% de tensdo CO,. Como controle positivo, foi
utilizado LPS (Sigma) na concentracdo de 1 e 10 ug/mL. Os volumes finais dos pogos
foram de 1 mL e a concentragdo final foi de 1x10° céls/mL. Duas horas ap6s a adicéo
das células leveduriformes, foi adicionado ao poco solucdo de Anfotericina  (Sigma) a
2,5 ng/mL d com o intuito de inibir o crescimento fungico.

Apbs o periodo de incubacdo de 24 horas, as células foram coletadas e
centrifugadas por 10 minutos a 405 x g. O sobrenadante foi coletado para posterior
dosagem de citocinas pelo método de ELISA, de acordo com protocolo do fabricante,
descrito no item 13. As células foram utilizadas para analise da expressdo de
marcadores de ativacdo, como descrito abaixo no item 10, ou para 0 ensaio de co-

cultura, como descrito no item 12.

10. Analise da expressdo de receptores de superficie por citometria de fluxo

Para a analise de marcadores especificos de CDs e linfocitos T, foram
pesquisadas a maturacdo fenotipica de CDs, analisando-se a expressdo de CDllc,
MHCII, CD80 e CD86, apds o periodo de incubacdo com os diferentes antigenos
fangicos (item 9). No ensaio de protecdo, foi analisada a expressdo de CD4, CD8, CD44
e CD62L, com o intuito de avaliar a ativacdo de linfocitos T CD4 e CD8, apds
tratamento e infeccdo por S. schenckii, descrito no item 15. Tanto CDs quanto células
totais do bago foram coletadas, contadas e distribuidas em tubos FACS (BD
PharMingen, San Diego, USA), na concentracdo de 0,5-1x10° células por tubo para
realizacdo da analise fenotipica das mesmas. Para o bloqueio das ligacGes inespecificas,
as células foram incubadas por 30 minutos a 4°C com anticorpo anti-CD16/CD32 (Fc
BlockTM — BD PharMingen), na concentracéo de 0,5 pg/5x10° células. Posteriormente,
foram adicionados os anticorpos monoclonais de interesse: CD11c (clone: HL3), CD80
(clone: 16-10al), CD86 (clone: GL1), MHCII (clone: AF6-120.1), CD4, CD8, CD44 e
CD62L, na concentracdo de 0,2 — 0,5 pg de anticorpo/5x10° células, seguido de nova
incubacdo de 30 minutos a 4°C. Apds esse periodo de incubacdo, foram adicionados 2
mL de PBS (solucdo salina tamponada de fosfatos) pH 7,2 contendo 2% SFB e as
células foram centrifugadas a 700 x g por 10 minutos a 4°C. Apds a centrifugacéo, o
sobrenadante foi descartado e as celulas foram ressuspendidas em 500 uL de PBS 2%
SFB. Trinta mil eventos por tubo foram adquiridos em citdmetro FACSCanto™ (Becton

& Dickinson, San Diego, CA, USA) e analisados pelo programa FACSDiva'™. Todos
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0s anticorpos foram adquiridos da BD PharMingen (BD PharMingen, San Diego, USA)
e usados seguindo-se as instrucdes do fabricante. Os anticorpos foram marcados com
FITC (isotiocianato de fluoresceina), PE (ficoeritrina) e PE-Cy-5.

11. Obtencéo de linfocitos T para o ensaio de co-cultura

Para a realizacdo do ensaio de co-cultura, os animais foram previamente
infectados por via intravenosa com injecdo de 100 uL de uma suspensao celular de PBS
pH 7,2 + levedura na concentracdo de 1x10’ células leveduriformes, 14 dias antes da
obtencdo dos linfdcitos para realizagdo do ensaio de co-cultura. No dia do ensaio, 0s
animais foram sacrificados e os bacos retirados de forma estéril e colocados em um
placa de petri contendo 2 mL de meio RPMI incompleto. Entdo, o érgdo foi macerado
com o auxilio de pingas estéreis e as células foram liberadas no meio. Neste momento, o
meio foi retirado, transferido para um tubo Falcon de 15 mL e centrifugado a 405 x g
por 10 minutos a 4 °C. As células foram centrifugadas novamente com 1,5 mL tampao
de lise ACK e lavadas com 5 mL de RPMI completo. Terminada a centrifugacdo, o
sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em 1 mL de RPMI
completo para contagem em camara de Neubauer pelo método de excluséo por trypan.
As células foram ajustadas para uma concentracdo final de 2x10° células/mL em um
volume final de 40 mL. Essas foram cultivadas por 2 horas a 37 °C e 5% de tensdo CO;
em placas de 6 pocos em um volume de 3 mL por poco, no total de 12 pogos. As células
ndo aderentes foram coletadas, centrifugadas a 405 x g por 10 minutos a 22 °C,
ressuspendidas em 1 mL para contagem e ajustadas as concentracdes necessarias ao

ensaio de co-cultura.

12. Ensaio de co-cultura

As CDs foram diferenciadas e estimuladas como descrito nos itens 3.7 e 3.9,
respectivamente. Apos o periodo de incubacdo de 24 horas, as células dendriticas foram
coletadas e centrifugadas por 10 minutos a 405 x g. Simultaneamente, os linfocitos
foram obtidos como descrito no item 11. Os linfécitos foram provenientes de animais
primados, ou seja, que ja haviam entrado em contado com o fungo S. schenckii. Apds as
lavagens, os linfocitos foram adicionados em concentracfes diferentes, estabelecendo-se
razBes de 1:1, 1:4 e 1:9 para CD:LT (linfdcitos totais) em placas de 96 pocgos. As células
permaneceram em cultura durante 72 horas a 37°C e 5% de tensdo CO,. No ensaio de
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co-cultura das CDs estimuladas com o antigeno RNA total, as células permaneceram em
cultura por 48 horas e 72 horas com linfécitos totais, na propor¢do Unica de 1:9
(CD:LT). Apos esse periodo, as placas foram centrifugadas a 2600 x g por 10 minutos a
4 °C, o sobrenadante foi coletado, transferido para uma nova placa de 96 pocgos e
congelado a -20 °C. A ativagdo dos linfocitos pelas CDs foi analisada pela producéo das
citocinas IL-17, IFN-y, IL-4 por meio do teste imunoenzimatico ELISA, descrito abaixo

no item 13.

13. Ensaio imunoenzimatico (ELISA) para detec¢do da producéo de citocinas

As citocinas IL-12 (BD PharMingen), IL-6 (BD PharMingen), IL-10 (BD
PharMingen), TGF-B (BD PharMingen), IL-23 (e-Bioscience), IFN-y (BD
PharMingen), IL-4 (BD PharMingen) e IL-17 (e-Bioscience) foram detectadas pelo
método de ELISA, de acordo com protocolo do fabricante. Basicamente, placas de 96
pogos (Corning,NY,USA) foram recobertas com 100 ulL/pogo de solugdo contendo
anticorpos purificados de captura, diluidos em tampdo apropriado. As placas foram
incubadas a 4°C, durante uma noite. Apos a incubacgdo, foram realizadas 3 lavagens com
solucdo PBS-Tween 20 (0,05%) e as placas foram incubadas com 200 ulL/poco de
solucdo de bloqueio (PBS contendo 10% SFB) durante uma hora a temperatura
ambiente. As placas foram novamente lavadas por 3 vezes e adicionou-se 0 padrdo e
100 plL/pogo das amostras (sobrenadante). As placas foram incubadas por 2 horas a
temperatura ambiente. Apds o tempo de incubacdo, as placas foram lavadas por 5 vezes
e incubadas com 100 pL/pogo do “working detector” (anticorpo biotinilado mais Sav-
HRP) por 1 hora a temperatura ambiente. Novamente as placas foram lavadas, desta vez
por 7 vezes, e foram adicionados 100 plL/pocgo da solugdo do substrato. Desta vez, as
placas foram incubadas sob protecdo da luz durante 30 minutos. Apds o tempo
determinado a reacdo foi interrompida com a adi¢cdo de 50 plL/pogo da solugdo de
parada (H,SO4 2N). A absorvancia foi lida a 450 nm em um leitor de microplaca
(Multiskan Ascent, Labsystems) e as concentracdes das citocinas foram calculadas pela
curva padrdo das concentracdes conhecidas das citocinas em questdo. Os resultados

foram expressos em pg/mL.

14. Avaliagéo intracelular da citocina TGF-$ por citometria de fluxo
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A suspensdao de CDs estimuladas destinadas a deteccdo da citocina
intracitoplasmatica TGF-B foi distribuida em uma placa de 24 cavidades (10°cels/mL).
Parte destas células foi estimulada com 25 ng/mL de forbol miristato acetato (PMA)
(Sigma) e 1 pug/mL de ionomicina (Sigma), e a outra parte ndo recebeu estimulo. As
células foram incubadas por 37°C, em atmosfera contendo 5% de CO,, por 4 horas. Em
seguida, foi adicionado 10 ug /mL de brefeldina A (Sigma) a todas as cavidades e a
placa foi incubada, nas mesmas condicbes de temperatura e tensdo de CO,, por mais
duas horas. A brefeldina A foi utilizada para melhorar a analise das citocinas
intracelulares devido ao seu efeito inibitorio na secrecdo de proteinas, o que permite um
acumulo das citocinas no complexo de Golgi e conseqlientemente um aumento do sinal
detectado pelo citémetro de fluxo. Ao final do periodo total de seis horas de incubacao,
as suspensdes de células foram lavadas a 350 x g por 5 minutos e ressuspendidas em
PBS 1% de BSA. Foi adicionada as suspensfes celulares 1ulL da solucdo Mouse
FcBlock (BD PharMingen) e as células foram incubadas a 4°C por 20 minutos.
Terminada esta incubacdo, as células foram distribuidas nos respectivos tubos de
citometria e iniciou-se a marcacdo das moléculas de superficie.

Para isto, foi adicionado o anticorpo anti-CD11lc (FITC), com posterior
incubagdo por 30 minutos, a 4°C e ao abrigo da luz. Em seguida as células foram
lavadas duas vezes com BSA a 1% em PBS a 350 x g por 5 minutos e ressuspendidas
em solucdo CytoFix / CytoPerm (BD PharMingen), a fim de proporcionar-se a fixacéo e
permeabilizacdo das células. Ap6s uma incubacdo de 20 minutos a 4°C ao abrigo da luz,
as células foram lavadas com o tampéo Perm Wash (BD PharMingen). As células foram
ressuspendidas em 50uL de Perm Wash e entdo foram adicionados os anticorpos
citocina-especifico anti-TGF-B (PE) ou o anticorpo monoclonal isotipo-controle.
Seguiu-se nova incubacdo a 4°C e ao abrigo da luz por um periodo de 30 minutos. As
células foram lavadas duas vezes com Perm Wash, ressuspendidas com BSA a 1% em
PBS e mantidas a 4°C ao abrigo da luz até 0 momento da analise no citémetro de fluxo.
Trinta mil eventos por tubo foram adquiridos em citdmetro FACSCanto™ (Becton &

Dickinson, San Diego, CA, USA) e analisados pelo programa FACSDiva™.

15. Ensaio de protecao

O ensaio de protecéo foi realizado utilizando-se os seguintes grupos de animais:

Grupo 1 —animais infectados com S. schenckii.
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Grupo 2 — grupo com transferéncia adotiva de CDs ndo estimuladas e infectados
com S. schenckii.

Grupo 3 - grupo com transferéncia adotiva de CDs estimuladas com 10 ug/mL
de RNA de hifa do S. schenckii e infectados.

Grupo 4 - grupo com transferéncia adotiva de CDs estimuladas com 10 pg/mL
de RNA de levedura de S. schenckii e infectados.

Grupo 5 - grupo com transferéncia adotiva de CDs estimuladas com exoantigeno
do S. schenckii na concentragdo de 10 ug/mL(Ex010) e infectados.

Grupo 6 - grupo com transferéncia adotiva de CDs estimuladas com exoantigeno

do S. schenckii na concentragéo de 100 pg/mL(Ex0100) e infectados.

Camundongos C57BL/6, com aproximadamente 6-8 semanas de idade,
receberam via subcutanea 3-5.10° células dendriticas estimuladas ou ndo com antigenos
fangicos. Sete dias ap0s a transferéncia adotiva de CDs, os animais foram infectados via
intravenosa com 5x10° de células leveduriformes do fungo S. schenckii. Duas semanas
apos o desafio, os animais foram sacrificados e o possivel efeito profilatico foi avaliado
através de trés parametros: recuperacdo de unidades formadoras de colénia no baco
destes animais (UFC); histologia do baco desses animais; e andlise do perfil de

expressao dos marcadores de ativacdo CD44 e CD62L em linfécitos T CD4 e CD8.

15.1. Detecgdo de marcadores de ativagdo CD44 e CD62L em linfdcitos T CD4 e
CD8

Apds os animais serem sacrificados, os bacos foram retirados de forma estéril e
colocados em um placa de petri contendo 2 mL de meio RPMI incompleto. Entéo, o
6rgdo foi macerado com o auxilio de pincgas estéreis e as células foram liberadas no
meio. Apos centrifugacdo em tubo Falcon de 15 mL a 405 x g por 10 minutos a 4 °C, as
células foram ressuspendidas e centrifugadas novamente com 1,5 mL tampdo de lise
ACK e lavadas com 5 mL de RPMI completo. Terminada a centrifugacdo, o
sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em 1 mL de RPMI
completo para contagem em camara de Neubauer pelo método de exclusdo por trypan.
As células foram ajustadas a uma concentracdo final de 0,5-1x10° células/mL e

colocadas em tubos FACS com volume final de 1 mL por tubo. A partir dai, avaliamos a
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expressao dos marcadores de ativacdo CD44 e CD62L em linfocitos T CD4 e CDS8,
como descrito no item 10.

15.2. Unidade Formadora de Col6nia (UFC)

A determinacdo da UFC foi realizada de acordo com o protocolo descrito por
Maia e cols., 2006. Apds o sacrificio dos animais, o baco foi retirado, pesado e
macerado em 2 mL de meio RPMI incompleto. Uma aliquota de 100 uL de cada
amostra foi utilizada para este ensaio. DiluicBes seriadas de 102 10° e 10* foram
realizadas e plaqueadas em BHI agar por 7 dias a 37°C. Apds 7 dias, todas as colbnias
em todas as diluicdes foram contadas e uma carga fungica foi calculada de acordo com

0 peso inicial dos bacos.

15.3. Histologia do baco

Animais infectados e tratados como descrito acima, tiveram o baco congelado
em meio préprio (Jung Tissue Freezing) para posterior realizacdo dos cortes
histologicos. Os bagos foram mantidos a -20°C e os cortes foram realizados em um
criostato (Leica CM 1850) na mesma temperatura. Apés o corte, foram aderidos em
laminas previamente siliconizadas e fixados em acetona a -20°C por aproximadamente
um minuto. Para a melhor visualizacdo dos fungos no orgdo, os bagos foram corados
pelo método Gomori nitrato de prata modificado para fungos (Grocott, 1955). A coloragéo
foi realizada pelo laboratério IPC de Araraquara, seguindo-se as intru¢cdes do kit da
Easy Path. Brevemente, o acido crdmico foi adicionado na quantidade suficiente para
cobrir o corte e esperou-se 10 minutos. A seguir, a lamina foi lavada em agua corrente
por trés minutos e depois seca. Adicionou-se solucdo de bissulfito e esperou-se 30
segundos. A lamina foi lavada em &gua corrente, depois agua destilada e seca. Uma
solucdo de agua destilada (40 mL), solucdo de metanamina + nitrato de prata (40 gotas),
e Borax (20 gotas), foi preparada e colocada junto com as laminas dentro de uma cuba
de Coplin, que permaneceu de 25 a 50 minutos em estufa a 70°C. Assim que o corte
adquiriu uma coloracdo caramelo a lamina foi lavada com agua destilada e seca. Depois,
foi coberto com solucdo de cloreto de ouro por um minuto. Novamente a lamina foi
lavada em agua corrente e seca. A lamina foi coberta com solucdo de hipossulfito e,
ap6s um minuto, lavada como anteriormente. Por Gltimo, foi adicionado solucdo de

verde luz por 20 segundos e lavou-se a lamina rapidamente em agua corrente. ApGs
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secar, a lamina foi desidratada com alcool ascendente até o xilol e montada com ERV-
MOUNT. As laminas foram analisadas em microscopia Optica (NIKON Eclipse E200) e
as fotos foram capturadas através do “software” VD480 OPTMEDICAL.

16. Analise Estatistica

Para realizacdo da andlise estatistica foi utilizado o programa Graph Prism 5.0.
Foi realizada a analise de variancia (ANOVA) seguida do poés-teste Tukey para
comparar os dados entre os diferentes grupos experimentais. Foram considerados
significativos os valores com p<0,05.
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1. Obtencéo e diferenciagdo de CDs a partir de precursores de Medula Ossea
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2. Anélise fenotipica e funcional das CDs estimuladas ou ndo com S. schenkii ou

antigenos fungicos e co-cultura dessas com Linfdcitos totais de baco de animais
primados.
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3. Ensaio de protecdo
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1. Diferenciacé@o de CDs a partir de precursores derivados da medula 6ssea.

1.1 Alteracbes morfologicas das células em diferenciacao

Inicialmente foram analisadas as caracteristicas morfoldgicas das CDs durante o
periodo de diferenciacdo com o auxilio do microscopio Optico invertido. No primeiro
dia de cultura (dia zero), as células cultivadas em meio RPMI completo apresentaram
tamanho pequeno com aspecto morfoldgico arredondado e superficie lisa, caracteristico
de células precursoras indiferenciadas (figura 1 A). As alteracdes morfoldgicas foram
melhor visualizadas a partir do terceiro dia de cultura, no qual as células em
diferenciacdo apresentavam aspecto alongado e alguns dendritos expandidos (figura 1 C
e D). Neste dia também foram observadas células com maior tamanho, superficie rugosa
e presenca de protuberancias similares aos dendritos caracteristicos de CDs (figura 1 C
e D). No sexto dia de diferenciacdo, as células ja haviam adquirido o aspecto
morfolégico caracteristico de células dendriticas, com o aspecto estelar tipico e grande
tamanho (figura 1 E e F). No nono dia de cultura, apesar das células ainda apresentarem
aspecto morfoldgico caracteristico de CDs (figura 1 G), o aspecto vacuolizado das

células ao nono dia demonstrava o sofrimento das mesmas (figura 1 G).

1.2. Avaliagdo da expressdo da molécula CD1lc na superficie das células

diferenciadas da medula 6ssea

Além da anéalise morfoldgica, foram avaliados também o rendimento e o
fendtipo das células nos dias seis e nove de cultura na presenca de GM-CSF e IL-4. Na
figura 2, foram observados que no sexto dia de diferenciagcdo aproximadamente 80%
das células em cultura expressavam o marcador de superficie caracteristico de CDs,
CD11c. A porcentagem de células CD11c* aumentou significativamente no nono dia de
diferenciacéo, no qual aproximadamente 90% das células expressavam a molécula de
CD11c em sua superficie (figura 2). Entretanto, foi observado pelo método de exclusdo
por azul de trypan, que o numero de células vidveis no sexto dia de diferenciacdo foi
maior quando comparado ao numero de células viaveis obtidas no nono dia de

diferenciacdo (Dados ndo mostrados).
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Figura 1: Diferenciacdo de CDs a partir de precursores da medula 6ssea de camundongos C57BL/6.
O fémur e a tibia foram retirados para extracéo de células da medula 6ssea. As células precursoras foram
plaqueadas na concentracdo de 2x10° células/mL em meio RPMI completo suplementado com as
citocinas recombinantes GM-CSF e IL-4, e cultivadas a 37° C durante nove dias. A captura de imagens
foi realizada com auxilio do “software” VD480 OPTMEDICAL acoplado ao microscépio optico
invertido (NIKON Eclipse TS100), nos dias zero (A), um (B), trés (C e D), seis (E e F) e nove (G) de
cultura. Aumento de 200x nas figuras B, C e E; aumento de 400x nas figuras A, D e F.
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Figura 2: Avaliacdo da porcentagem de células CD11c" em diferentes periodos de cultura na
presenca de GM-CSF e IL-4. As células precursoras da medula 6ssea foram plaqueadas na concentragéo
de 2x10° células/mL em meio RPMI completo suplementado com as citocinas recombinantes GM-CSF e
IL-4, e cultivadas a 37° C durante nove dias. Nos dias seis e nove, as células ndo aderentes foram
coletadas para posterior anélise por citometria de fluxo. Aproximadamente 5x10° células foram marcadas
com anticorpos anti-CD11c conjugado com FITC e analisadas quanto a porcentagem de CDs que
expressavam a molécula de superficie CD11c. O resultado é a média de trés experimentos independentes.
Os valores estdo apresentados como médias + SEM. Os asteriscos indicam comparagdes estatisticas entre

os dias: *p< 0,05 quando comparado ao sexto dia de diferenciagdo.
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2. Avaliacdo do RNA total das formas leveduriforme e miceliar do fungo S.

schenckii

Apo6s extragdo do RNA, as amostras foram avaliadas em gel de eletroforese
1,5%, para confirmacdo da integridade das mesmas. O gel de RNA total possui a
caracteristica de apresentar duas bandas bem evidentes e um rastro. A fotografia
confirmou a integridade das amostras, que permitem apenas a identificacdo das duas
subunidades do RNA ribossomal, 18S e 28S (figura 3). Os calculos de pureza foram

realizados e as amostras ficaram entre os valores ideais 1,8 e 2.

18S
28S

Figura 3: Avaliagdo da integridade do RNA total das formar leveduriformes e miceliar do fungo S.
schenckii. Apds a extracdo do RNA total das formas leveduriformes e miceliar do fungo, foi realizado
uma eletroforese em gel 1,5% em cuba tratada previamente com &gua DEPC. A canaleta (A) representa o
RNA total da forma miceliar e a canaleta (B) representa 0 RNA total da forma leveduriforme. Foto
representativa de duas extracBes independentes.
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2.1. Eficiéncia da transfeccdo do RNA fungico nas células dendriticas com o lipidio
catibnico DOTAP

Apds a marcacao da amostra de RNA total com o fluorocromo Alexa Fluor 488,
esse foi transfectado com o auxilio do lipidio catibnico DOTAP (Sigma) nas CDs e foi
analisada a emissédo de fluorescéncia Alexa Fluor 488 por citometria de fluxo nos
tempos 2, 4 e 8 horas apds a transfeccdo, descrito em materiais e métodos no item 8.
Observou-se que as CDs transfectadas demonstraram alta positividade para o
fluorocromo Alexa Fluor 488, observada em todos os tempos de cultura (figura 4 A e
B). Apesar da quantidade de células positivas para o fluorocromo Alexa Fluor 488 nédo
ter se alterado muito entre os tempos, com leve aumento observado, quando foi
analisada a intensidade de fluorescéncia mediana (MIF), foi visualizado um aumento
significativo para o tempo de 8 horas com relagcdo aos demais tempos e para o tempo de
4 horas com relacdo ao tempo de 2 horas (figura 4 B). Esse aumento demonstra que o
RNA continua sendo incorporado as CDs durante os periodos analisados, apesar de ndo

haver um aumento significativo do nimero de células positivas entre 0s tempos.
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Figura 4: Avaliacao da emisséo do fluorocromo Alexa Fluor 488 pelas CDs transfectadas com RNA
marcado. A) DotPlots que demonstram a emissdo de fluorescéncia pelas CDs controle e CDs
transfectadas nos tempos 2, 4 e 8 horas ap0s a transfeccdo. B) Analise comparativa da % de células
positivas para a emissdo de fluorescéncia e mediana da intensidade de fluorescéncia (MIF) nos tempos 2,
4 e 8 horas apo6s a transfeccdo. O resultado é representativo de dois experimentos independentes. Os
asteriscos indicam comparacOes estatisticas entre os tempos: ***p< 0,001 quando comparado ao tempo

anterior.
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3. Alterac0es fenotipicas das CDs ap0s estimulacao.

3.1. Expressao dos marcadores de maturacdo MHCII, CD80 e CD86 nas CDs apds

estimulacdo com as formas leveduriformes ou o ExoAg do fungo S. schenckii

Nesta etapa, as CDs diferenciadas foram coletadas e estimuladas com 10 ou 100
ug/mL de ExoAg; ou com as formas leveduriformes na proporgdo de 1:1 e 1:10
(CDs:levedura); ou com 1 ug/mL de LPS; ou ndo estimuladas. Apos 24 horas da adigdo
do estimulo, as células foram coletadas e marcadas com anticorpos especificos para as
CDs, CD11c, e seus marcadores de maturacdo MHCII (I-A[b]), CD80 e CD86 para
avaliacdo do fendtipo de ativacdo no citdmetro de fluxo. No citbmetro, as células foram
selecionadas de acordo com a expressédo positiva para CD11c e assim avaliadas quanto a
expressdo de MHCII, CD80 e CD86 (figura 5).

Com relacdo a molécula CD11c, foi observado que as células que ndo foram
estimuladas, grupo RPMI, apresentaram aproximadamente 62% das células com
expressao positiva de CD11c na superficie celular (figura 6 A). Por sua vez, o grupo de
células que foram estimuladas com LPS, grupo LPS, ndo apresentou aumento
significativo na porcentagem de células CD11c” em relagdo aos demais grupos. De
todos os estimulos, apenas as células leveduriformes na proporcéo 1:10, grupo 1:10,
foram capazes de aumentar significativamente a expressdo de CD11c quando
comparadas ao grupo RPMI (figura 6 A). Esse mesmo grupo também apresentou
aumento significativo quando comparado ao grupo de estimulo de células
leveduriformes na proporgéo 1:1, grupo 1:1 (figura 6 A).

Analisando a populacdo de células CD11c+, foi observado que a expressao da
molécula de MHC-II teve uma modulacdo positiva em todos os grupos de estimulo
quando comparados ao grupo RPMI (figura 6 B), ndo havendo aumento significativo
apenas para o grupo Exo100. Essa modulagéo positiva foi expressa pelo aumento na %
de células MHCII positivas. Diferentemente do que foi encontrado na expressdo de
CDl11c, o grupo 1:1 foi mais eficiente em estimular a expressdo da molécula de MHC-
I1 que o grupo 1:10 (figura 6 B). O mesmo pode ser visto nos grupos estimulados pelo
ExoAg, no qual as culturas que receberam 10 pg/mL de ExoAg, grupo Exo010,
apresentaram um aumento significativo na expressdo da molécula de MHC-II quando
comparadas ao grupo que recebeu 100 ug/mL do mesmo, grupo Exo100 (figura 6 B).

Analisando a expressdo da molécula co-estimuladora CD80, foi observado

novamente um aumento em todos os grupos de estimulo quando comparados ao grupo
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RPMI, ndo havendo um aumento significativo somente para os grupos 1:1 e 1:10 (figura
6 C). Esse aumento foi expresso pelo aumento na % de células CD80 positivas. De
maneira semelhante, a expressdio da molécula CD86 também aumentou
significativamente em todos os grupos, exceto no grupo Exol0 (figura 6 D). Esse
aumento foi expresso pelo aumento na % de células CD86 positivas.

Esses resultados sugerem a maturacao das CDs estimuladas tanto com a levedura

quanto com o exoantigeno do fungo S. schenckii.
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Figura 5: Representacéo referente & avaliagdo no citdmetro de fluxo da expressao de marcadores de
maturacdo de CDs apdés 24hs da adicdo dos estimulos. Apoés seis dias de diferenciacdo, as CDs foram
estimuladas com as formas leveduriformes na proporgdo de 1:1 ou 1:10 (CD:levedura), ou com Ex0Ag
nas concentracdes de 10 ou 100 pg/mL, ou LPS na concentracdo de 1 ug/mL, ou ndo estimuladas, por 24
horas a 37° C. As células foram coletadas e marcadas com anticorpos anti-CD11c, anti- MHC-11 (I-A[b]),
anti-CD80 e anti-CD86 para andlise do fenotipo de maturagdo por citometria de fluxo. A) As células
foram analisadas quanto ao tamanho e granulosidade e a populagdo de CDs foi delimitada como mostrado
na gate 1. B) Dotplot do gate 1 que demonstra a % de células positivas para CD11c quando estimuladas
com LPS. C) Histograma das células CD11c" que expressam CD80 quando estimuladas com LPS. D)
Dotplot do gate 1 que demonstra a % de células positivas para CD11c quando ndo estimuladas. E)
Histograma das células CD11c* que expressam CD80 quando ndo estimuladas. O resultado é
representativo de trés experimentos independentes.

44



Resultados

Figura 6: Expressédo dos marcadores de CDs, CD11c, e marcadores de maturacdo MHCII, CD80 e
CD86 nas CDs apds estimulagdo com as formas leveduriformes ou o ExoAg do fungo S. schenckii.
Apos seis dias de diferenciagdo, as CDs foram estimuladas com as formas leveduriformes na proporcéo
de 1:1 ou 1:10 (CD:levedura), ou com ExoAg nas concentracdes de 10 ou 100 pg/mL, ou LPS na
concentragdo de 1 pg/mL, ou ndo estimuladas, por 24 horas a 37° C. As células foram coletadas e
marcadas com anticorpos anti-CD11c, anti-CD80, anti-CD86 e anti-MHC-II para anélise do fenétipo de
maturacdo por citometria de fluxo. A) As CDs foram avaliadas quanto a expressdo da molécula CD11c
ap6s estimulagdo. Células CD11c" foram selecionadas e analisadas quanto a expressdo de MHC-I1 (B),
CD80 (C) e CD86 (D). Os resultados séo representativos de trés experimentos independentes. Os valores
estdo apresentados como médias + SEM. Os asteriscos indicam comparaces estatisticas entre os grupos
de estimulos e o grupo RPMI:*p< 0,05; **p< 0,01 e ***p< 0,001. Os circulos abertos indicam

comparagcdes estatisticas entre os grupos 1:1/1:10 e Exo10/Ex0100:°p< 0,05.
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3.2. Expressao dos marcadores de maturagdo MHCII, CD80 e CD86 nas CDs apds

estimulacdo com RNA total de hifa ou levedura do fungo S. schenckii.

Nesta etapa, as CDs diferenciadas foram coletadas e estimuladas com 2 ou 10
ug/mL de RNA total de levedura ou RNA total de hifa; ou com 10 pug/mL de LPS; ou
ndo estimuladas. Apds 24 horas da adicdo do estimulo, as células foram coletadas e
marcadas com anticorpos para avaliacdo de fen6tipo de ativacdo no citdmetro de fluxo.
No citbmetro, as células foram selecionadas de acordo com a expressdo positiva para
CD11c e assim avaliadas quanto a expresséo de MHCII(I-A[b]), CD80 e CD86 (figura
7).

Analisando a populacdo de células CD11c+, foi observado que a expressao da
molécula de MHC-II apresentou uma modulagdo positiva em todos os grupos de
estimulo quando comparados ao grupo RPMI (figura 7 A). Destes, apenas o grupo RNA
Hifa2 ndo apresentou um aumento significativo na porcentagem de células expressando
MHC-I1 quando comparado ao grupo RPMI.

Na analise da expressdo da molécula co-estimuladora CD80, observou-se que
somente as células estimuladas com LPS tiveram um aumento na porcentagem de
células expressando a molécula CD80 quando comparado ao grupo RPMI (figura 7 B).
Por outro lado, as CDs estimuladas com LPS ou RNA tiveram um aumento na
porcentagem de células expressando a molécula CD86 quando comparado ao grupo
RPMI (figura 7 C).
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Figura 7: Expressdo dos marcadores de maturacdo MHCII, CD80 e CD86 nas CDs apoés
estimulacdo com RNA total de hifa ou levedura do fungo S. schenckii. Apds seis dias de
diferenciagdo, as CDs foram estimuladas com 2 ou 10 ug/mL de RNA total de levedura ou RNA total de
hifa; ou com 1 pug/mL de LPS; ou ndo estimuladas por mais 24 horas a 37° C. As células foram coletadas
e marcadas com anticorpos anti-CD11c, anti-MHC-II, anti-CD80 e anti-CD86. Células CD11c* foram
selecionadas e analisadas quanto a expressdao de MHC-II (A), CD80 (B) e CD86 (C) por citometria de
fluxo. Os resultados sdo as médias de trés experimentos independentes. Os valores estdo apresentados
como médias + SEM. Os asteriscos indicam comparagdes estatisticas entre os grupos de estimulos e o
grupo RPMI: *p< 0,05; **p< 0,01 e ***p< 0,001.
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4. Alteracdes funcionais das CDs ap06s estimulacéo.

4.1. Avaliacdo da producdo de citocinas pelas CDs estimuladas com as formas

leveduriformes ou com o ExoAg do fungo S. schenckii.

Nesta etapa, foi avaliada a capacidade funcional das CDs estimuladas com as
formas leveduriformes ou com o ExoAg do S. schenckii através da determinacdo do
perfil de citocinas secretadas no sobrenadante de cultura nos diferentes grupos de
estimulos. Para isso, foi analisada a secrecdo das seguintes citocinas: IL-12, IL-6 e IL-
10.

Com relacdo a producéo de citocinas pro-inflamatoria, a citocina IL-12 e IL-6,
foi observado que todos os grupos de estimulos promoveram uma alta producdo das
mesmas pelas CDs quando comparados ao grupo RPMI (figura 8). O grupo controle, ou
seja, 0 grupo LPS, foi capaz de promover um aumento significativo da producdo de
ambas as citocina quando comparado ao grupo RPMI (figura 8). Os grupos 1:1 e
Ex0100 foram capazes de promover um aumento significativo da producdo de IL-12
quando comparados ao grupo RPMI (figura 8 A). No caso da citocina IL-6, este
aumento foi significativo para os grupos 1:1 e 1:10, quando comparados ao grupo RPMI
(figura 8 B), enquanto os grupos Exol0 e Ex0100, apesar de apresentarem uma alta
producdo de IL-6, ndo apresentaram um aumento significativo com rela¢do ao grupo
controle RPMI (figura 8 B).

Analisando a citocina anti-inflamatoria IL-10, foi detectado um aumento de
producdo da mesma pelas CDs de todos os grupos de estimulos, exceto do grupo Exo10,
quando comparados ao grupo RPMI (figura 8 B). Entretanto, apenas o grupo 1:1
promoveu um aumento significativo da producdo de IL-10 quando comparado ao grupo
RPMI (figura 8 C).
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Figura 8: Producédo de IL-12, IL-6 e IL-10 pelas CDs estimuladas com as formas leveduriformes ou
com o ExoAg do fungo S. schenckii. Apos seis dias de diferenciacdo, as CDs foram estimuladas com as
formas leveduriformes na propor¢éo de 1:1 ou 1:10 (CD:levedura), ou com ExoAg nas concentrages de
10 ou 100 pg/mL, ou LPS na concentragdo de 1 pg/mL, ou ndo estimuladas, por 24 horas a 37° C. Os
sobrenadantes das culturas foram coletados para dosagem das citocinas IL-12 (A), IL-6 (B) e IL-10
(C)por ELISA. Os resultados sdo as médias de trés experimentos independentes. Os valores estdo
apresentados como médias + SEM. Os asteriscos indicam comparagfes estatisticas entre 0s grupos de
estimulos e o grupo RPMI: *p< 0,05; **p< 0,01 e ***p< 0,001.
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4.2. Avaliacdo da producdo de citocinas pelas CDs ap6s estimulacdo com RNA

total de hifa ou levedura do fungo S. schenckii

Nesta etapa, foi avaliada a capacidade funcional das CDs estimuladas com RNA
total de hifa ou levedura do fungo S. schenckii através da determinagdo do perfil de
citocinas secretadas no sobrenadante de cultura nos diferentes grupos de estimulos. Para
isso, foi analisada a secrecéo das seguintes citocinas: 1L-12, IL-6e IL-10.

No ambito das citocinas pro-inflamatérias, foi observado que 0s grupos
estimulados com RNA de levedura foram capazes de promover um aumento na
producdo de IL-12 (figura 9 A). Este aumento foi significativo tanto para o grupo RNA
Lev10 quanto para o grupo RNA Lev2, quando comparado ao grupo RPMI. Por outro
lado, os grupos estimulados com RNA Hifa demonstraram baixa producdo desta
citocina (figura 9 A). No caso da citocina IL-6, todos os grupos estimulados foram
capazes de promover um aumento na producdo dessa quando comparados ao grupo
RPMI, sendo este significativo apenas para grupo LPS (figura 9 B). O grupo LPS foi
destacado da figura 10 para auxiliar nas comparacdes estatisticas, ja que os valores da
producdo de IL-12 pelo LPS estdo muito acima dos valores dos grupos de RNAs.

Quanto a citocina anti-inflamatdria IL-10, foi detectado um aumento
significativo na producdo deste mediador apenas no grupo LPS, quando comparado ao
grupo RPMI (figura 9 C). Entre os grupos estimulados com RNA, apenas o as células
estimuladas com RNA Hifal0 tiveram um aumento na producao desta citocina, porém o

mesmo n&o foi significativo em relacdo ao grupo RPMI (figura 9 C).
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Figura 9. Producdo de IL-12, IL-6 e IL-10 pelas CDs apés estimulagdo com RNA total de hifa ou
levedura do fungo S. schenckii. Apoés seis dias de diferenciagdo, as CDs foram estimuladas com 2 ou 10
ug/mL de RNA total de levedura ou RNA total de hifa; ou com 1 pg/mL de LPS; ou ndo estimuladas por
mais 24 horas a 37° C. Os sobrenadantes das culturas foram coletados para dosagem das citocinas IL-12
(A), IL-6 (B) e IL-10 (C) por ELISA. Os resultados s&o as médias de trés experimentos independentes. Os
valores estdo apresentados como médias + SEM. Os asteriscos indicam comparagdes estatisticas entre os
grupos de estimulos e o grupo RPMI: *p< 0,05.
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5. Ensaio de co-cultura entre as CDs estimuladas e linfécitos totais primados.

5.5.1. Avaliacdo da capacidade imunomoduladora de CDs estimuladas com as
formas leveduriformes ou com o ExoAg do fungo S. schenckii sobre linfécitos totais
de baco.

Nesta etapa, foi avaliado o possivel efeito imunomodulador das CDs estimuladas
com as formas leveduriformes ou com o ExoAg do fungo sobre linfécitos totais
extraidos do baco de animais previamente desafiados com o S. schenckii, protocolo
descrito em materiais e métodos no item 12. Para isso, foi analisada a producdo de
citocinas de padrGes de respostas Thl, Th2 ou Thl7 através da determinacdo da
concentracdo de IFN-y, IL-4, e IL-17 nos sobrenadantes de cultura pelo método de
ELISA.

Com relacdo a citocina IL-4, associada ao padrdo Th2 de resposta, ndo foi
detectada a producdo da mesma em nenhum dos grupos (dados ndo mostrados).

Quanto a citocina IFN-y, associada ao padrdo Thl de resposta, os melhores
resultados foram observados na proporcdo 1:9 (CD/LT), entretanto, a proporcdo 1:4
manteve um padrdo semelhante de producéo da citocina (figura 10 A). Somente o grupo
levedura foi capaz de estimular a producdo de IFN-y nas trés propor¢fes. Com enfoque
no ensaio realizado na proporcdo 1:9, foi observado que todos os grupos de estimulos,
quando comparados ao grupo RPMI, foram capazes de aumentar a producdo de IFN-y
pelos linfécitos totais. Os grupos Levedura e Exol00 promoveram um aumento
significativo na producdo de IFN-y quando comparados ao grupo RPMI (figura 10 A).
Também foi observada uma relacdo concentracdo-dependente entre os estimulos Exo10
e Exo0100, sendo que, na maior concentracdo, houve um aumento significativo na
producédo de IFN-y pelos linfocitos quando comparado ao grupo de menor concentragdo
(figura 10 A). Por sua vez, o grupo Levedura promoveu um aumento significativo na
producdo da citocina em questdo quando comparado aos grupos Exo.

Analisando a citocina IL-17, associada ao padrdo Th17 de resposta, novamente
os melhores resultados foram encontrados na propor¢do 1:9 (CD/LT), entretanto, as
proporgdes 1:1 e 1:4 mantiveram um padrdo semelhante de producéo da citocina (figura
10 B). Ao analisar o ensaio na proporc¢do 1:9, foi observado que todos os grupos de
estimulos, quando comparados ao grupo RPMI, foram capazes de aumentar a produgédo
de IL-17 pelos linfocitos. Entretanto, somente o grupo LPS e o grupo Ex0100 o fizeram

de maneira significativa (figura 10 B). Diferentemente do ocorrido na producéo de IFN-
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Y, 0 grupo Ex0100 promoveu um aumento significativo na producéo de IL-17 quando
comparado ao grupo levedura. A relacdo concentracdo-dependente também foi mantida

para essa citocina, ja que o grupo Exol00 apresentou um aumento significativo na
producéo de IL-17 quando comparado ao grupo Exo10 (figura 10 B).
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Figura 10: Producéo de IFN-y e IL-17 pelos linfdcitos totais no ensaio de co-cultura com CDs
estimuladas com as formas leveduriformes ou com o ExoAg do fungo S. schenckii. Células do bago
de animais previamente desafiados com S. schenckii foram coletadas e cultivadas a 37°C. Apo6s 2 horas,
as células ndo aderentes foram coletadas e co-cultivadas, na proporcdo de 1:1, 1:4 e 1:9, com CDs
diferenciadas e estimuladas com as formas leveduriformes na propor¢do de 1:1, ou com EX0Ag nas
concentragdes de 10 ou 100 pg/mL, ou LPS na concentracdo de 1 ug/mL, ou ndo estimuladas. Apds o
periodo de incubacédo de 72 horas a 37° C, o sobrenadante de cultura foi coletado para quantificagdo de
IFN-y (A) e IL-17 (B) por ELISA. Os resultados sdo as médias de trés experimentos independentes. Os
valores estdo apresentados como médias + SEM. Os asteriscos indicam comparagdes estatisticas entre os
grupos de estimulos e o0 grupo RPMI: *p< 0.05 e **p< 0,01. Os circulos abertos indicam comparacgdes

estatisticas entre os grupos de estimulos indicados pelas linhas: °p< 0,05.
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5.2. Avaliacdo da capacidade imunomoduladora de CDs estimuladas com RNA

total de hifa ou levedura do fungo S. schenckii sobre linfdcitos totais de baco.

Nesta etapa, foi avaliado o possivel efeito imunomodulador das CDs estimuladas
com RNA total de hifa ou levedura do fungo S. schenckii sobre linfocitos totais
extraidos do baco de animais previamente desafiados com o S. schenckii, protocolo
descrito em materiais e métodos no item 12. Para isso, foi analisada a producdo de
citocinas de padrdes de respostas Thl, Th2 ou Thl7 através da determinacdo da
concentragdo de IFN-y, IL-4 e IL-17 nos sobrenadantes de cultura pelo método de
ELISA. Para os estimulos de RNA, devido a sua menor capacidade em promover
maturacdo fenotipica e funcional nas CDs, o sobrenadante do ensaio de co-cultura foi
analisado em um tempo mais curto, 48 horas, e pelo tempo de 72 horas.

Analisando a citocina associada a subpopulacdo Th2, ou seja, IL-4, foi
observado que as CDs estimuladas com RNA ndo foram capazes de estimular a
producdo dessa pelas células T em ambos os tempos de 48 e 72 horas de co-cultura
(Dados ndo mostrados).

Quanto a citocina IFN-y, associada ao padrdo Thl de resposta, as CDs
estimuladas com RNA Lev10 foram capazes de estimular a produgéo de IFN-y pelos
linfocitos totais e promover um aumento significativo quando comparadas ao grupo
RPMI tanto para o tempo de 48 horas quanto de 72 horas de co-cultura (figura 11 A).
No tempo de 48 horas, 0 grupo RNA Lev10 foi mais eficiente em promover a producao
de IFN-y quando comparado ao tempo de 72 horas, entretanto, foram capazes de manter
uma producao significativa de IFN-y pelos linfocitos no tempo de 72 horas (figura 11
A).

Por outro lado, somente as CDs estimuladas com RNA Hifal0 foram capazes de
estimular a producdo de IL-17 pelos linfdcitos totais, de maneira significativa quando
comparado ao grupo RPMI no tempo de 48 horas (figura 11 B). No tempo de 72 horas
ndo houve deteccdo da citocina IL-17 para os grupos de estimulos, indicando que o
grupo RNA Hifal0, capaz de ativar células produtorad de IL-17 em 48 horas, ndo foram
capazes de manter essa producdo no ensaio de 72 horas.

O grupo LPS foi destacado das figuras para auxiliar nas comparacGes
estatisticas, ja que os valores da producéo de IFN-y e IL-17 pelo LPS estdo muito acima

dos valores dos grupos de RNAs (figura 11 A e B).
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Figura 11: Producédo de IFN-y e IL-17 pelas células T no ensaio de co-cultura com CDs estimuladas
com RNA total de hifa ou levedura do fungo S. schenckii. Células do bago de animais previamente
desafiados com S. schenckii foram coletadas e cultivadas a 37°C. Ap6s 2 horas, as células ndo aderentes
foram coletadas e co-cultivadas, na propor¢do de 1:9, com CDs diferenciadas e estimuladas com 10
pg/mL de RNA total de levedura ou RNA total de hifa; ou com 1 pg/mL de LPS; ou ndo estimuladas
Apobs o periodo de incubagdo de 48 horas (esquerda) e 72 horas (direita) a 37° C, o sobrenadante de
cultura foi coletado para quantificacdo de IFN-y (A) e IL-17 (B) por ELISA. Os resultados sdo as médias
de trés experimentos independentes. Os valores estdo apresentados como médias + SEM. Os asteriscos
indicam comparac@es estatisticas entre os grupos de estimulos e o grupo RPMI: *p< 0,05, **p< 0.01 e
***p< 0,001. Os circulos abertos indicam comparag@es estatisticas entre os grupos de estimulos indicados
pelas linhas: °p< 0,05, °p< 0,01 e **°p< 0,001.
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5.3. Avaliacdo da producdo de citocinas TGF-p e IL-23 pelas CDs apo6s

estimulacéo.

A ativacdo de células T produtoras de IFN-y no ensaio de co-cultura ja era
esperada devido aos altos niveis de IL-12, citocina de assinatura da subpopula¢do Thl
(Bettelli, Korn et al., 2008), para varios grupos de estimulos, entretanto, a ativacdo de
células T produtoras de I1L-17 se tornou uma questdo a ser resolvida. A diferenciacdo de
celulas Th17 é dependente, em modelos murinos, das citocinas TGF-B e IL-6, e sua
expansdo e manutencdo sao dependentes de IL-23 (Korn, Bettelli et al., 2009). Portanto,
foi avaliada a producdo dessas citocinas a procura de uma justificativa para a ativagédo
de células Th17. Como a citocina IL-6 ja havia sido avaliada (figura 8 B e 9 B), foi
avaliada a producéo das citocinas TGF-§ e IL-23 pelas CDs estimuladas com as formas
leveduriformes na proporcdo de 1:1, ou ExoAg nas concentragdes de 10 ou 100 pg/mL,

ou 10 pug/mL de RNA total de levedura ou RNA total de hifa do fungo S. schenckii; ou

com 1 ug/mL de LPS; ou ndo estimuladas.

Interessantemente, quando o sobrenadante das CDs estimuladas com as formas
leveduriformes ou com o ExoAg do fungo S. schenckii foram avaliadas, somente o
grupo Ex0100 foi capaz de promover um aumento significativo da producéo de TGF-f
(figura 12 A), o que somado com a producdo de IL-6 e a deteccdo de I1L-23 (figura 12
B) pode estar sendo responsavel pela estimulacdo acentuada de IL-17 pelos linfocitos
totais. O grupo Levedura e Ex0l0 também apresentaram um pequeno aumento na
producdo de TGF-B (figura 12 A), e a citocina IL-23 foi detectada para o grupo
Levedura (figura 12 B).

Como esplanado anteriormente, 0s ensaios com 0s dois grupos de estimulos
foram realizados em momentos distintos e, nos ensaios de CDs estimuladas com RNA
total de hifa ou levedura do fungo S. schenckii, a producédo de TGF- foi analisada pela
% de CDs positivas para TGF-B intracelular. De maneira similar ao ocorrido para o
grupo Ex0100, o grupo RNA Hifal0 apresentou uma alta porcentagem de células
produtoras de TGF-B (figura 12 C), significativamente maior do que os demais grupos
e, que, assim como para o0 grupo Exo100, pode estar justificando a producdo de IL-17
pelos linfécitos totais promovida por esse grupo. O grupo RNA Lev10 também foi
capaz de aumentar significativamente a porcentagem de células produtoras de TGF-$
quando comparado ao grupo RPMI (figura 12 C), entretanto, essa quantidade néo foi
suficiente para promover a producéo de I1L-17 pelos linfécitos totais.
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Com relagdo a citocina IL-23, ndo houve deteccdo da mesma nos sobrenadante
de CDs estimuladas com RNA total de hifa ou levedura do fungo S. schenckii (dados

ndo mostrados).
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Figura 12: Producéo de TGF-p e IL-23 pelas CDs estimuladas com as formas leveduriformes, ou
com o ExoAg, ou com RNA total de hifa ou levedura do fungo S. schenckii. Apds seis dias de
diferenciacdo, as CDs foram estimuladas com as formas leveduriformes na propor¢do de 1:1
(CD:levedura), ou com ExoAg nas concentraces de 10 ou 100 pug/mL, ou com 10 pug/mL de RNA total
de levedura ou RNA total de hifa do fungo, ou LPS na concentragdo de 1 ug/mL, ou ndo estimuladas, por
24 horas a 37° C. Os sobrenadantes das culturas foram coletados para dosagem das citocinas TGF-p (A) e
IL-23 (B) por ELISA. Para os estimulos de RNA, as CDs foram avaliadas quanto & citocina intracelular
TGF-B e o resultado esta expresso em % de CDs positivas para a citocina TGF-$ (C). Os resultados séo as
médias de trés experimentos independentes. Os valores estdo apresentados como médias + SEM. Os
asteriscos indicam comparacdes estatisticas entre 0s grupos de estimulos e o grupo RPMI: *p< 0,05 e
**p< 0,01. Os circulos abertos indicam comparacdes estatisticas entre os grupos de estimulos indicados
pelas linhas: °p< 0,05, ®°p< 0,01 e **°p< 0,001.
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6. Ensaio de protecao
6.1. Marcadores de expressdao CD44 e CD62L em linfécitos CD4 e CD8

A fim de avaliar o efeito profilatico das CDs em animais infectados com S.
schenckii, foi realizado a identificacdo e caracterizacdo de linfocitos T CD4 e CD8
quanto a seu estado de ativacdo (efetora/memoria) através da expressdo dos marcadores
CD44 e CD62L em células totais do baco em citdmetro de fluxo.

Analisando a porcentagem de células CD4/CD44+ e CD8/CD44+ provenientes
do baco de animais tratados ou ndo com CDs estimuladas com os diferentes antigenos
do fungo S. schenckii, foi observado que os animais infectados com o fungo e que néo
foram previamente imunizados com os diferentes esquemas vacinais, apresentaram
aproximadamente 80% e 62% de células CD4/CD44+ e CD8/CD44+, respectivamente
(figuras 13 A e B). Os grupos de animais que receberam previamente os diferentes
esquemas vacinais e posteriormente foram desafiados com S. schenckii, apresentaram
um aumento na porcentagem destas populagfes celulares, porem ndo significativo
quando comparado ao grupo somente infectado (figura 13 A e B). Os animais
imunizados com CDs previamente estimuladas com Ex0100, RNALevedura e
RNAHifa, apresentaram aproximadamente 85,2%, 84,6% e 83,8% de celulas
CDA4/CD44+, respectivamente (figura 13 A). Com relacdo as células CD8/CD44+, foi
observado que os animais imunizados com CDs previamente estimuladas com Exo10,
Ex0100, RNALevedura e RNAHifa, apresentaram aproximadamente 72,6%, 69,1%,
69,3% e 71,4% no numero de células CD8/CD44+, respectivamente (figura 13 B).

Da mesma maneira, foi avaliada a expressdo de CD62L nas populagbes de
células CD4 e CD8 de animais imunizados um ndo com CDs previamente estimuladas
com os antigenos fungicos e posteriormente desfiados com S. schenckii (figuras 13 C e
D). Na figura 13, foi observado que os animais apenas desafiados com S. schenckii,
apresentaram aproximadamente 72% e 94% de células CD4/CD62L e CD8/CD62L,
respectivamente (figuras 13 C e D). Os grupos de animais que receberam previamente
os diferentes esquemas vacinais e posteriormente foram desafiados com S. schenckii,
apresentaram um aumento na porcentagem de células CD4/CD62L (figura 13 C), porém
nédo significativo quando comparado ao grupo somente infectado (figura 13 C). Com
relacdo as células CD8/CD62L, ndo houve um aumento no nimero desta populacao
celular quando comparado ao grupo somente infectado (figura 13 D). Para melhor
avaliacdo destes dados, a expressdo do marcador CD62L foi analisado quanto as
populagdes CD4 (figura 13 E) e CD8 (figura 13 F) que apresentavam alta e baixa
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expressdo deste marcador. Neste caso, diferencas importantes foram observadas. Os
animais que receberam CDs estimuladas com RNALevedura e RNAHifa, tiveram um
aumento significativo de células CD4/CD62Lhi quando comparado ao grupo somente
desafiado com S. schenckii (figura 13 E). Além disso, a porcentagem do numero de
células CD8 expressando o marcador CD62Lhi, também aumentou significativamente
para 0s grupos imunizados com CDs estimuladas com Exo, RNA Levedura e RNAHifa,

gquando comparado ao grupo néo tratado (figura 13 F).

61



Resultados

Figura 13. Avaliacéo dos marcadores de ativacdo CD44 e CD62L em células CD4+ e CD8+.

As células totais de baco dos animais do ensaio de prote¢do foram avaliadas via citometria de fluxo
quanto a expressao dos marcadores de ativacdo CD44 e CD62L em células T CD4 e CD8. Células CD4+
(A) ou CD8+ (B) foram selecionadas e analisadas quanto & porcentagem de células positivas para o
marcador de ativacdo CD44. Células CD4+ ou CD8+ foram selecionadas e analisadas quanto a
porcentagem de células positivas para o marcador de ativagdo CD62L, (C) e (D), respectivamente; e
analisadas quanto a expressdo baixa e alta para 0 mesmo marcados, (E) e (F), respectivamente Os
resultados sdo as médias de dois experimentos independentes. Os valores estdo apresentados como
médias £ SEM. Os asteriscos indicam comparacGes estatisticas entre os grupos tratados e o grupo ndo
tratado (PBS): *p< 0,05 e **p< 0,01.
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6.2. Carga fangica: Histologia e Unidades Formadoras de Colénia (UFC)

Apols a identificacdo e caracterizacdo do estado de ativacdo dos linfocitos
provenientes do baco de animais imunizados ou ndo com os diferentes esquemas
vacinais a base de CDs, foi avaliado o possivel efeito protetor das CDs estimuladas ou
ndo com os diferentes antigenos flngicos, através da contagem de UFC no baco dos
animais que receberam a transferéncia adotiva de CDs e que foram posteriormente
desafiados com as formas leveduriformes do fungo. Neste caso, as CDs foram
previamente transferidas adotivamente via subcutanea para animais “naives” e uma
semana ap6s a transferéncia adotiva, os animais foram desafiados com 5x10° células
leveduriformes do fungo S. schenckii, via intravenosa. Duas semanas apos o desafio, 0s
animais foram sacrificados e o bacgo foi coletado para realizacdo de cultura e contagem
da UFC. A contagem de UFC do baco destes animais foi negativa, sugerindo a auséncia
de carga fungica.

Para a analise histoldgica, a coloracdo de escolha foi 0 método Gomori nitrato de
prata modificado para fungos (Grocott, 1955), uma coloracdo que evidencia bem a parede
celular de fungos, promovendo uma dupla refringéncia visualizada ao microscopio
dptico. Ao contréario da UFC, foi detectado o fungo S. schenckii no baco desses animais
através de cortes histolégicos corados pelo método de Grocott. Os cortes foram corados
no Laboratério IPC e analisados pelo professor Dr Cleverton Roberto de Andrade, do
Deparatamento de Fisiologia e Patologia, Faculdade de Odontologia de Araraquara,
UNESP e pela Dra Danielle Cardoso Geraldo Maia, do Departamento de Analise
Clinicas, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara, UNESP. Assim, 0s
cortes foram classificados da seguinte maneira: (-) negativo para a presenca do fungo;
(+) positivo com pouca presenca do fungo; (++) positivo com moderada presenca do
fungo; (+++) positivo com alta presenca do fungo. A classificacdo de cada corte estd
apresentada na tabela 1 e cada classificacdo esta ilustrada na figura 14. De maneira
ilustrativa, pode-se observar na figura 15 fotos que evidenciam as caracteristicas do
fungo S. schenckii, presente no baco em sua forma leveduriforme, com aspecto de
redondo a oval, com tipica dupla refringéncia ao microscépio éptico, a qual demonstra
sua densa parede celular.

O resultado foi muito interessante, ja que trés grupos de tratamento, Exo100,
RNALevedura e RNAHifa apresentaram melhora na classificacdo de carga fangica

histolégicamente quando comparado ao grupo somente infectado. O grupo RNAHifa foi

63



Resultados

0 grupo que apresentou os melhores resultados, com classificacdo -/+, demonstrando
uma possivel atividade protetora promovidade pelas células dendriticas transfectadas
com RNA total de hifa no modelo da esporotricose sistémica.

Outro grupo com bom resultado foi o grupo Ex0100, com classifcagdo +/++, as
quais também sugerem uma atividade protetora a esporotricose sistémica pelas células
dendriticas estimuladas com Exoantigeno na concentracdo de 100 pg/mL. O grupo
RNALevedura apresentou classificacdo ++ e esse tratamento também sugere uma

atividade protetora a esporotricose sistémica.
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Figura 14: Classificacdo dos bacos quanto a presenca do fungo S. schenckii. Os cortes foram

agrupados em quatro classificagdes diferentes, ilustradas acima, no aumento de 400x: (-) negativo para a
presenca do fungo; (+) positivo com pouca presenca do fungo; (++) positivo com moderada presenca do

fungo; (+++) positivo com alta presencga do fungo.

Tabela 1: Classificacdo dos cortes histolégicos quanto a carga fungica de acordo com cada grupo

Grupos Classificacéo histologica*
Grupo PBS +++
Grupo RPMI +++
Grupo Exo 10 +++
Grupo Exo 100 +/++
Grupo RNA Levedura ++
Grupo RNA Hifa -/+

experimental do ensaio de protecéo.

* método Gomori nitrato de prata modificado para fungos (Grocott, 1955).
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Figura 15: Fotos ilustrativas do fungo S. schenckii em sua forma leveduriforme no baco dos
camundongos. As fotos foram capturadas por microscopia 6ptica no aumento de 1000x com o auxilio do
“software” VD480 OPTMEDICAL acoplado ao microscopio NIKON Eclipse E200. As fotos
demonstram a morfologia redonda ou oval tipica da levedura de S. schenckii e a camada densa de parede
celular.
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Desde que a geragdo de células dendriticas a partir de precursores mieldides,
derivados de medula dssea, foi noticiada, isto se tornou a ferramenta padrdo para o
estudo das CDs em sistemas bioldgicos (Lutz e Rossner, 2007).

As Células Dendriticas mieldides convencionais foram descritas pela primeira
vez por Ralph M. Steinman em 1973, apds serem isoladas do baco de camundongo
(Steinman e Cohn, 1973; 1974; Steinman, Lustig et al., 1974; Steinman, Adams et al.,
1975; Steinman, Kaplan et al., 1979). Como elas representam popula¢des raras em
todos os orgédos (Austyn, 1998), sua geracéo in vitro, a partir de precursores, representa
uma ferramenta muito valiosa. Em 1992, sua geracdo, a partir de precursores
hematopoiéticos derivados de medula 6ssea, através da utilizacdo do fator estimulante
de colénia macrofago-granulécito (GM-CSF), foi primeiramente descrita em ratos
(Bowers e Berkowitz, 1986); em seguida em camundongos (Inaba, Inaba et al., 1992); e
finalmente em humanos (Bai, Feuerer et al., 2002). Como células precursoras miel6ides
estdo também presentes no baco, a geracdo de CDs a partir de células do baco €
similarmente possivel (Lu, Hsieh et al., 1995). Por sua acessibilidade, a medula 6ssea
(Inaba, Inaba et al., 1992; Lutz, Kukutsch et al., 1999) e o ba¢o (Vremec, Zorbas et al.,
1992) sdo, em camundongos, os tecidos preferidos como fontes para geracdo, ou
purificacdo de CDs, enquanto mondcitos do sangue periférico (Schreurs, Eggert et al.,
1999) sdo mais utilizados para geracdo de CDs humanas.

Células dendriticas convencionais podem ser geradas a partir de medula 6ssea
murina por estimulo com GM-CSF ou IL-3 (Lutz, 2004). Por sua vez, a citocina IL-4
atua como um co-fator, contribuindo para o desenvolvimento de CDs juntamente com
GM-CSF, na maturacéo de CDs, ou para o crescimento de subtipos de CDs (Lutz, Suri
et al., 2000; Menges, Baumeister et al., 2005). Um dos pontos mais criticos na
utilizacdo de GM-CSF esta na dose a ser utilizada. A geracdo eficiente de CDs maduras
espontaneas e de CDs que possam ser maturadas posteriormente in vitro so é possivel
em doses maiores que 200 U/mL, enquanto doses inferiores podem gerar CDs imaturas
tolerantes e CDs resistentes ao processo de maturagédo (Lutz, Suri et al., 2000).

Nesse contexto, a geracdo de um numero satisfatério de CDs a partir de
precursores mieldides que possam ser utilizadas em esquemas terapéuticos tornou-se
um desafio para os pesquisadores. Sdo obtidos, em média, 1-10 x 10° CDs do baco ou
do timo por animal (Vremec, Zorbas et al., 1992; Inaba, Turley et al., 1998). No sangue
periférico de camundongos, 1 x 10° CDs podem ser geradas na presenca de GM-CSF

(Inaba, Inaba et al., 1992), enquanto que os precursores da medula dssea tratados com
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GM-CSF produzem 5 x 10° CDs por animal, ap6s 8 dias de cultura (Inaba, Inaba et al.,
1992; Scheicher, Mehlig et al., 1992; Inaba, Inaba et al., 1993). Entretanto, as
modificacdes realizadas por Lutz e cols. (1999) no protocolo de diferenciacdo de CDs a
partir de precursores da medula 6ssea preconizado por Inaba (1992), apresentaram um
rendimento aproximado de 1-3 x 10® CDs apés 10-12 dias de cultura (Lutz, Kukutsch et
al., 1999).

No presente estudo, o protocolo de diferenciacdo para obtencdo de CDs a partir
de precursores da medula 6ssea apresentou um rendimento semelhante aos descritos na
literatura, com producéo de 1-1,5 x 10 células por animal. Foi obtido um rendimento de
70-80% (figura 2) de CDs, ou seja, células CD11c positivas, apos seis dias de
diferenciacdo, com um numero elevado de células viaveis, aproximadamente 95-98%
(dados ndo mostrados). Sendo assim, devido aos bons resultados ao sexto dia
diferenciacdo, e ao sofrimento celular observado ao nono dia, o experimento de
diferenciacdo em 6 dias foi escolhido como experimento padrao.

Como uma das propostas do presente estudo foi a obtencdo de uma estratégia
vacinal por meio da utilizacdo de RNA fungico, foi avaliada a integridade do RNA e o
método de transfeccdo do mesmo em células dendriticas. Na figura 3 observa-se que a
extracdo foi bem sucedida mantendo a integridade e pureza ideais para continuidade dos
testes aqui propostos.

O ensaio de marcacdo do RNA através do Kit Ulyssis Alexa fluor 488
demonstrou que o RNA foi transfectado com alta eficiéncia pelo lipidio catiénico
DOTAP nas CDs, com a presenca do RNA aumentando significativamente entre os
tempos de 2, 4 e 8 horas ap0s a transfeccao (figura 4). Ainda, as CDs tranfectadas com
RNA via DOTAP apresentaram aparéncia vacuolizada por microscopia Optica,
demonstrando a incorporagdo das moléculas de DOTAP+RNA. Bacci e cols. (2002)
demonstraram que o RNA transfectado via lipidio catidbnico DOTAP se mantém intacto
dentro das CDs (Bacci, Montagnoli et al., 2002). Assim, a transfeccdo do RNA via
DOTAP se mostrou eficiente para utilizacdo desse antigeno nos ensaios posteriores.

A capacidade das CDs em ativar linfocitos T depende do estado de maturacdo
das mesmas. ApoOs a estimulacdo das CDs imaturas com produtos microbianos e
fangicos, os receptores do tipo Toll (TLRs) expressos na superficie celular promovem a
maturacao e ativacdo via MyD88, TRIF e NF-«xB, levando a um aumento de moléculas
co-estimuladoras na superficie e producdo de citocinas inflamatérias (Meier, Kirschning
et al., 2003; Netea, Sutmuller et al., 2004; Biondo, Midiri et al., 2005; Gautier, Humbert
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et al., 2005; Napolitani, Rinaldi et al., 2005; Yarovinsky, Zhang et al., 2005; Romani,
2008). A maioria destes estudos foi realizada com macréfagos provenientes de animais
deficientes ou ndo de TLRs, entretanto, pouco se sabe como os antigenos fungicos
promovem a ativagdo de CDs. Romagnoli e cols. (2004) observaram que a interagéo de
C. albicans com CDs provocou a maturacdo e ativacdo destas células, indicada pelo
aumento dos marcadores de superficie e moléculas co-estimuladoras envolvidas na
apresentacdo de antigeno e estimulacdo de células T (Romagnoli, Nisini et al., 2004).
Outros estudos tém demonstrado também que a transfeccdo de CDs com RNA flngico
promove a maturagdo funcional das mesmas (Bacci, Montagnoli et al., 2002; Bozza,
Perruccio et al., 2003). Bacci e cols. (2002) observaram que a transfec¢do in vitro de
CDs com RNA total extraido tanto da forma leveduriforme quanto miceliar de C.
albicans foi capaz de promover a maturacdo das CDs, com aumento na expressdo de
MHC classe Il e de moléculas co-estimuladoras CD80 e CD86 (Bacci, Montagnoli et
al., 2002).

Os resultados apresentados no presente estudo sugerem que, assim como ocorre
na infeccdo por C. albicans (Bacci, Montagnoli et al., 2002), as CDs diferenciadas a
partir da medula dssea foram capazes de reconhecer e modular positivamente a
expressdo das moléculas de MHCII e moléculas co-estimuladoras quando estimuladas
em cultura com as formas leveduriformes (figura 6), ou ExoAg (figura 6), ou RNA total
das formas leveduriforme e miceliar (figura 7) do fungo S. schenckii. Entretanto, a
modulacdo da expressdo das moléculas de MHCII e co-estimuladoras foi menos
evidente quando as células foram estimuladas com RNA total. A modulacéo
diferenciada de acordo com o0s antigenos sugere uma orquestracdo diferencial de
receptores, e seu entendimento exige estudos posteriores.

As CDs sédo componentes essenciais na imunidade inata e adaptativa devido a
sua grande quantidade de receptores de reconhecimento de antigeno, os quais
reconhecem assinaturas moleculares especificas de um patdgeno e ativam uma resposta
imune especifica. A ativacdo das CDs leva a producéo de citocinas e outros mediadores,
0 que promove o desenvolvimento de respostas especificas de células T CD4+(Th) que
atuam decisivamente na formacdo de uma imunidade protetora contra agentes
infecciosos (Steinman e Hemmi, 2006).

Nas ultimas duas décadas, a imunopatogénese de infeccGes flungicas foi
explicada primariamente em termos do balanco entre Th1l e Th2. Embora respostas Thi,
dirigidas pelas citocinas IL-12 e IFN-y, sejam responsaveis pela prote¢do principal
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contra fungos, outras citocinas e outros caminhos estdo surgindo. O recém descrito
padrdo de resposta Th17 pode atuar em uma resposta exacerbada antes atribuida a Thil,
e pode ajudar a explicar a associacdo entre respostas cronicas inflamatérias e
persisténcia fungica (Romani, 2008).

O perfil de citocinas secretadas pelas células T parece ser dependente da I1L-12
secretada pelas CDs, uma vez que as CDs CD8+ derivadas de camundongos deficientes
para 0 gene que codifica IL-12 falharam em induzir resposta de padrdo Thl (Macatonia,
Hosken et al., 1995; Maldonado-Lopez, Maliszewski et al., 2001). Estudos realizados
por Koga et al. (2002) demonstraram a presenca de CDs em granulomas de individuos
com esporotricose, e que estas atuavam na apresentacdo de antigenos e producao de IL-
12 gerando uma resposta Thl (Koga, Duan et al., 2002).

A citocina IFN-y é importante na resisténcia a infecgdes (O'garra, 1998) e
tumores (Shankaran, Ikeda et al., 2001), e é produzida por células T CD4" auxiliares
apos a estimulacdo de CDs e macrdfagos que secretam IL-12 (Macatonia, Hosken et al.,
1995; Pulendran, Lingappa et al., 1997; Moser e Murphy, 2000). Fujimura e cols.
(1996) detectaram mRNA para IFN-y nas lesdes granulomatosas de pele (Fujimura,
Asai et al., 1996) e a analise imuno-histoquimica demonstrou a presenca de células T
CD4" produtoras de IFN-y na periferia de tais lesdes, sugerindo que a formacgdo do
granuloma na esporotricose pode estar associada com uma resposta Thl (Koga, Duan et
al., 2002).

O papel da citocina IL-17 na regulacdo de resposta imune, principalmente no
padréo de resposta Th17 tem sido investigado (Harrington, Hatton et al., 2005; Park, Li
et al., 2005; Gocke, Cravens et al., 2007). As citocinas derivadas da populacdo de
células Th17 estdo associadas com importante papel na protecdo contra varios agentes
patoldgicos, incluindo bactérias e fungos, facilitando a ativacdo de neutréfilos e
estimulando a producdo de defensinas pelas células epiteliais (Ye, Rodriguez et al.,
2001; Huang, Na et al., 2004). Entretanto, algumas inflamacdes crénicas, como a
doenca inflamatoria do intestino, ja estdo sendo explicadas pela resposta de células
Th17 (Elson, Cong et al., 2007; Monteleone, Pallone et al., 2009). As células Th17
apresentam a capacidade de produzirem IL-17 além de outras citocinas como, por
exemplo I1L-21, IL-22, TNF-a e IL-6 (Bettelli, Korn et al., 2008).

Nesse estudo buscou-se identificar o reconhecimento da levedura e dos

diferentes antigenos do fungo S. schenckii pelas CDs, analisar suas alteracOes
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fenotipicas e funcionais em termos de maturacéo, a ativacdo diferencial de células T e,
por fim, extrapolar a importancia dessas respostas geradas in vitro para o ensaio de
protecdo in vivo no modelo da esporotricose sistémica.

Os resultados demonstraram que as CDs foram capazes de reconhecer as células
leveduriformes e o exoantigeno do fungo S. schenckii, com grande producdo de
citocinas pro-inflamatdrias, e promover uma estimulacdo da producdo de IFN-y e 1L17
pelos linfocitos totais (figura 8 e 10), entretanto, enquanto as células leveduriformes
foram mais eficientes em estimular a produgdo de IFN-y, 0 ExoAg estimulou uma
producdo de IL-17 e IFN-y equilibrada. Assumindo que as CDs estejam ativando células
T CD4" para perfis Thl e Thl7, ja que as células T ndo foram caracterizadas
fenotipicamente, o estimulo ExoAg sugere uma capacidade em desviar a resposta imune
celular de um perfil Thl efetor para um Th17 inflamatério. Por outro lado, o grupo
Exo010 ndo foi capaz de ativar as CDs e consequentemente iniciar uma resposta de
células T.

Os ensaios com RNA total de levedura e hifa demonstraram que as CDs foram
capazes de reconhecé-lo, tornando-se ativados dependendo da origem do RNA.
Enquanto o RNA de levedura, em concentracdes mais altas, grupo RNA Lev10, foi
capaz de promover a producdo de IL-12 pelas CDs, o0 RNA de hifa nao foi capaz (figura
9). Essa producdo de IL-12 foi suficiente para ativar células T produtoras de IFN-y no
ensaio de 48 e 72 horas de co-cultura (figura 11), confirmando o carater de ativacdo das
CDs promovido pelo estimulo RNA total de levedura. Enquanto isso, as CDs
estimuladas pelo RNA total de hifa foram capazes de ativar células T produtoras de IL-
17 no ensaio de 48 horas de co-cultura, confirmando seu carater de ativacdo. Esses
resultados estdo de acordo com estudos que demonstraram a capacidade das CDs em
reconhecerem diferencialmente RNA de levedura e hifa (Bacci, Montagnoli et al., 2002;
Bozza, Montagnoli et al., 2004), entretanto os resultados aqui apresentados
demonstraram uma ativagdo de um padrdo Thl7 por CDs estimuladas com RNA de
hifa, ao invés do perfil Th2.

Tradicionalmente, as repostas mediadas por células Thl produtoras de IFN-y sdo
consideradas as responsaveis por conferir imunidade protetora contra fungos, enquanto
respostas Th2, mediadas por IL-4, levam ao aumento da suscetibilidade a infecc¢Oes
fungicas (Romani, 2011). As células Th17 produtoras de IL-17 compreendem uma nova

subpopulacdo de células T com uma funcdo na imunidade adaptativa ainda pouco

72



Discussao

compreendida para uma variedade de fungos (Romani, 2011). Entretanto, uma funcéo
protetora vem sendo vislumbrada para as células Th17 na imunidade contra fungos
patogénicos (Huang, Na et al., 2004; Kleinschek, Muller et al., 2006; Deepe e Gibbons,
2009; Chamilos, Ganguly et al., 2010).

Enquanto a diferenciagdo de células Thl e Th2 dependem das citocinas efetoras,
IFN-y e IL-4, respectivamente, a inducdo de células Thl7 ndo requer 1L-17 (Bettelli,
Korn et al., 2008). Por sua vez, o desenvolvimento de Th17 requer a atividade do fator
de transcricdo RORyt (do inglés “related orphan receptor”) e RORa, e RUNXI, e é
dirigida por TGF-p e IL-6 (Bettelli, Korn et al., 2008; Zhang, Meng et al., 2008). As
citocinas relacionadas a Thl e Th2 inibem a diferenciacdo de células Th17, enquanto
IL-17 ndo € capaz de inibir células Thl e Th2 (Gocke, Cravens et al., 2007). Entretanto,
a supressdo de IFNy e IL-4 é uma das maneiras pela qual a citocina TGF- pode
promover a diferenciacdo de células Thl7, porém essa diferenciacdo pode ocorrer
também na auséncia de IFN-y e IL-4 (Harrington, Hatton et al., 2005; Park, Li et al.,
2005). Os efeitos de TGF-p na diferenciacdo de células Th17 sdo dependentes de
concentracdo, sendo que baixas doses induzem Thl7, enquanto altas doses inibem o
desenvolvimento de Th17 e promove o desenvolvimento de células T reguladoras
(Tregs) (Manel, Unutmaz et al., 2008).

A geracdo de células T produtoras de IFN-y no ensaio de co-cultura é justificada
pela citocina IL-12, citocina essencial para a diferenciacdo de células Thl (Bettelli,
Korn et al.,, 2008). Todos os grupos de estimulo que promoveram um aumento
significativo na producédo da citocina IL-12 pelas CDs, grupos Levedura, Ex0100 e
RNA Lev10, foram capazes de ativar células T produtoras de IFN-y. Apenas o grupo
Levedura foi capaz de promover um aumento significativo na producdo da citocina IL-
10 pelas CDs, entretanto essa producdo pode estar associada a super estimulacdo das
CDs promovida pela Levedura.

De maneira interessante, consistente com a literatura (Korn, Bettelli et al.,
2009), a producdo das citocinas IL-6 e TGF-f induziu células T a produzirem IL-17 nos
ensaios de co-cultura. Os grupos Exo0100 e RNA Hifal0 promoveram um aumento na
producdo de IL-6 e um aumento significativo de TGF-f pelas CDs e essas, por sua vez,
foram capazes de ativar células T produtoras de IL-17. De modo semelhante, o0 grupo
Levedura promoveu um aumento significativo de IL-6 e um aumento de TGF-§ pelas

CD:s e essas também foram capazes de ativar células T produtoras de I1L-17.
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A interacdo de TGF-B e IL-6 na inducdo de fatores transcricionais de Th17 ndo
estd completamente entendida. Células T naive expressam um receptor funcional de IL-
6 que é composto por IL-6Ra e pela subunidade sinalizadora gp130. A estimulacgdo de
TCR, assim como a exposicdo a IL-6, promove diminuicdo da expressdo e
internalizacdo desses receptores, consequentemente reduzindo a resposta a IL-6.
Entretanto, a citocina TGF-f induz a expressao de IL-6Ra e é necessaria para manter a
responsividade de células T a IL-6. Por sua vez, a citocina IL-6 leva a ativacdo de
STATS3, a qual, juntamente com TGF-, promove uma indugdo completa do fator de
transcricdo RORyt e permite a inducgdo de células Th17 (Korn, Bettelli et al., 2009).

Assim, embora os estimulos tenham gerado uma producéo diferencial de IL-6 e
TGF-B, 0 aumento de TGF-p parece ter sido essencial para a geracdo de células T
produtoras de IL-17 no ensaio de co-cultura. Dessa maneira, 0 aumento significativo da
porcentagem de células positivas para TGF- intracelular para o grupo RNA Lev10, ndo
deve estar representando uma quantidade suficiente de TGF-p para inducédo de células T
produtoras de IL-17 no ensaio de co-cultura. A citocina IL-23, responsavel pela
manutencdo e expansdo da subpopulacdo Thl7 (Korn, Bettelli et al., 2009), foi
detectada apenas para 0s grupos Levedura e Exo100 e, embora encontrada em niveis
muito baixos, sua presenca corrobora com dois dos trés grupos (Levedura, Exo100 e
RNA Hifal0) que induziram a ativacdo de células T produtoras de IL-17.

As células dendriticas sdo exclusivamente adaptadas em decodificar informacdes
associadas aos patdgenos. Sua capacidade em responder através de diferentes programas
de ativacdo e de ativar vias distintas de sinalizagéo frente a ligacdo de diferentes PRRs
confere uma plasticidade Unica ao sistema de CDs e contribui para a modulacdo de
respostas de células T em infec¢des e vacinacGes (Romani, 2011).

Recentemente, Torchinsly e cols. (2009), demonstraram que o reconhecimento
de células apoptoticas infectadas direciona a sintese simultdnea de citocinas anti-
inflamatorias (TGF-B) e citocinas pro-inflamatdrias (IL-6) pelas APCs e, dessa forma,
gera condicdes ideais para a diferenciacdo de células Th17 (Torchinsky, Garaude et al.,
2009). Curiosamente, apesar de muitos estudos sobre células Th17, esse mecanismo foi
0 primeiro a propor um modelo fisiologico de diferenciacdo de células Thl7
(Torchinsky, Garaude et al., 2010). Esse mecanismo foi comprovado in vivo pelo
modelo de infeccdo por Citrobacter rodentium, conhecido por induzir resposta do
padrdo Th17, no qual o bloqueio do fenémeno de apoptose anulou a resposta por células
Th17 (Torchinsky, Garaude et al., 2009).
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Nesse contexto, algumas razdes que podem justificar as ativacdes diferenciais de
células T foram elaboradas: (i) a producéo da citocina IL-12 foi decisiva para a geracdo
de células T produtoras de IFN-y e, como essa citocina também atua na inibigdo da
diferenciacdo de células Th17 (Gocke, Cravens et al., 2007), o aumento significativo da
producdo de IL-12 do grupo Levedura quando comparado ao grupo Exol00 pode
explicar a menor ativacao de células T produtoras de IL-17 para o grupo Levedura; (ii)
0 aumento na producdo de TGF-B e IL-6 foi decisivo para a geracdo de células T
produtoras de IL-17, sendo que o aumento significativo de TGF- no grupo Exo100
quando comparado ao grupo Levedura pode explicar a maior ativacdo de células T
produtoras de IL-17 para o grupo Exol100; (iii) apesar de ndo termos avaliado o
fendmeno de apoptose nos ensaios, a inducdo de apoptose pelos estimulos pode gerar
células apoptoticas infectadas, o0 que pode ser o0 mecanismo responsavel pela geracao de
células T produtoras de IL-17 no ensaio de co-cultura.

As células dendriticas diferenciadas da medula Ossea foram capazes de
reconhecer os estimulos e geraram respostas diferenciais de células T primadas para o
fungo S. schenckii, incluindo Th17. Esse resultado é inédito para o fungo em questao.

Quanto ao ensaio de protecdo, primeiramente foi avaliado a expressdo dos
marcadores CD44 e CD62L em linfocitos CD4 e CD8. O marcador CD44 é uma
molécula de adesdo expressa em diversos tipos celulares, como macrofagos, linfécitos,
granulécitos, fibroblastos, células endoteliais e epiteliais. O acido hialurénico (AH),
altamente expresso nas células endoteliais dos vasos sanguineos, é o principal ligante de
CD44. A forma padrdo da molécula CD44 (CD44s) é expressa na maioria dos tecidos,
sendo algumas isoformas (CD44v5) expressas principalmente em linfocitos T ativados.
Linfocitos T ndo ativados expressam a isoforma CD44s, a qual possui baixa afinidade
pelo AH. Apo6s estimulagdo antigénica, os linfécitos T ativados passam a expressar
grande quantidade da isoforma CD44v5, a qual auxilia 0s mesmos a migrarem para o
sitio de inflamac¢édo, uma vez que esta isoforma possui grande afinidade pelo AH. Desse
modo, CD44 é descrito como um marcador de ativacdo celular em decorréncia do
aumento de sua expressdo ap6s estimulacdo dos linfocitos T. Juntamente com as
selectinas e integrinas, a molécula CD44 auxilia no processo de adesdo celular e
transmigracdo para sitios inflamados (Ponta, Sherman et al., 2003).

Outra molécula de adeséo é a L-selectina, também conhecida como CD62L,
encontrada na maioria das células hematopoiéticas, como linfécitos B, T, mondcitos,

granuldcitos e timocitos. A CD62L é importante para direcionar linfécitos T virgens
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para linfonodos periféricos e placas de Peyer e estd envolvida no recrutamento de
leucdcitos para os sitios de inflamagdo. A molécula, expressa na superficie das células, é
continuamente clivada da superficie de neutrofilos e linfocitos, um mecanismo
conhecido como “shedding”. Apds a ativacdo de linfocitos T, essa protedlise €
aumentada, o que diminui a expressao de CD62L na superficie desses (Ley, Laudanna
et al., 2007). Por outro lado, enquanto células T de memdria efetora (Tgy) também estéo
associadas a baixa expressdo de CD62L, células T de memoria central (Tcm) estdo
associadas com a alta expressdo de CD62L (Wang e Plautz, 2010).

Alguns dados da literatura tém demonstrado o papel efetor e profilatico das
células CD4 e CD8 expressando os marcadores CD44 e CD62L em modelos
experimentais de infeccdo bacteriana (Bonato, Lima et al., 1998; Kipnis, Irwin et al.,
2005). Estes estudos demonstraram que as células efetoras expressando um fendétipo
CDA44hi/CD62LIo e apresentando, exclusivamente, uma vida curta eram capazes de
proteger animais infectados com Mycobacterium tuberculosis (Roberts, Ely et al.,
2005). Por outro lado, Kipnis e cols. (2005) demonstraram que células T apresentando
um fenoétipo CD44lo/CD62Lhi, caracteristico de um estado memdria ativada eram
capazes de proteger os camundongos contra posterior desafio com M. tuberculosis
(Kipnis, Irwin et al., 2005). Assim, os resultados do presente estudo sugerem que a
transferéncia adotiva de CDs previamente estimuladas com os diferentes tipos de
antigenos fungicos promove um aumento no ndmero de células CD4 e CD8 efetoras ou
de memoria ativada, adequadas para conferir protecdo ao fungo S. schenckii.

Na avaliacdo da carga fangica por meio da determinacdo de Unidades
Formadoras de Coldnia (UFC), foi observada a auséncia de crescimento no baco,
resultado contraditério ao histopatoldgico aqui apresentado. Uma provavel explicacédo
para esse fato pode ser em decorréncia da utilizagdo do meio de cultura BHI de
procedéncia Difco. Os dados das curvas de sobrevivéncia, da UFC e das anélises
histopatolégicas dos animais infectados mostraram que esta cepa (1099-18) quando
cultivada no meio Difco apresenta-se avirulenta quando comparada as células de
levedura cultivadas no meio Oxoid, sugerindo que a variagdo no teor nutricional do
meio de cultura foi determinante na modulagdo da viruléncia da cepa, ou seja, de células
do S. schenckii com mesma carga genética (Teixeira, 2007). Em trabalho posterior,
Texeira e cols. (2010) demonstraram que a presenca em maior quantidade de extrato de
cérebro no BHI, observado para a marca Oxoid, permitia ao fungo um maior aporte de
L-DOPA e consequentemente um aumento na expressdo de melanina na parede da
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levedura, o que, por fim, determina um aumento na viruléncia do fungo em termos de
maior mortalidade, maior UFC e pior condi¢do dos orgdos (Teixeira, De Castro et al.,
2010).

De maneira contréria, nossos resultados da histologia (Método Grocott)
demonstraram a presenca do fungo no bago dos animais do ensaio de protecdo e nos
possibilitou realizar uma correlacdo do tratamento com a diminuicdo da carga flngica
nesses animais.

Assim, de maneira interessante, os resultados do grupo RNAHifa e
RNALevedura estdo de acordo com um aumento significativo de células CD4/CD62Lhi
e CD8/CD62Lhi, o que sugere a formacdo de memoria central nesses grupos de
tratamentos. Para o grupo Exo100, a melhora protetora esta de acordo com um aumento
significativo de células CD8/CD62Lhi, o que também sugere a formacdo de memdria
central nesse grupo.

Recentemente, Wuthrich e cols. (2011) demonstram que células Th17 conferem
resisténcia em modelo vacinal para trés fungos dimorficos: Coccidioides posadasii,
Histplasma capsulatum, e Blastomyces dermatitidis. Embora células Th17 foram
eficientes de maneira independente de Thl em conferir resisténcia vacinal para esses
trés fungos, uma resposta de perfil misto Th1/Th17 também foi capaz de promover
protecdo (Wuthrich, Gern et al., 2011).

De maneira semelhante, o grupo de tratamento RNAHifa sugere que um modelo
vacinal baseado na subpopulacdo Thl7 é eficiente na inducdo da protecdo a
esporotricose sistémica. Seguindo o raciocinio, o grupo Exo100, que sugere um modelo
vacinal baseado nas subpopulacdes Th1/Th1l7, também demonstrou ser eficiente em
diminuir a carga fungica do animal. Por fim, o grupo RNALevedura, que sugere um
modelo vacinal baseado na subpopulacdo Th1l, apresentou atuacdo semelhante ao grupo
Ex0100.

Portanto, a inducdo de células Th17 parece estar associada com a protecdo
vacinal no modelo da esporotricose sistémica. Estudos no sentido de avaliar a real
relacdo entre as subpopulacGes de células T auxiliadoras com a esporotricose sistémica

em modelo murino seréo realizados em estudos posteriores.

77



Conclusoes

CONCLUSOES

78



Conclusoes

O protocolo de diferenciacdo para obtencdo de CDs a partir de precursores da
medula 0ssea apresentou um alto rendimento, com 70-80% das células sendo

positivas para CD11c.

As CDs diferenciadas a partir da medula 6ssea sdo capazes de reconhecer e
modular positivamente a expressdo das moléculas de MHCII e moléculas co-
estimuladoras quando estimuladas em cultura com as formas leveduriformes, ou

ExoA, ou RNA total das formas leveduriforme e miceliar do fungo S. schenckii

As CDs foram capazes de reconhecer as células leveduriformes e o exoantigeno
do fungo S. schenckii, com producdo distinta de citocinas, € geraram respostas

diferenciais com perfis mistos Th1/Th17 de resposta.

As CDs foram capazes de reconhecer o RNA total de levedura do fungo S.
schenckii, com grande producdo de citocinas pré-inflamatorias, e promoveram

ativacdo de células T com perfil Thl de resposta.

As CDs foram capazes de reconhecer o RNA total de hifa do fungo S. schenckii,
com grande producgdo de TGF-B e IL-6, e promoveram ativacdo de células T

com perfil Th17 de resposta.

A citocina IL-12 foi essencial para a ativagdo de células T produtoras de IFN-y,
enquanto as citocinas TGF- e IL-6 foram necessarias para ativacdo de células T

produtoras de IL-17

Os resultados da histologia e dos marcadores de ativacao do linfoctios totais do
baco sugerem efeito protetor no modelo da esporotricose sistémica para 0s
grupos de tratamento Ex0100, RNA Hifa e RNA Levedura.

A inducdo de células Th17 parece estar associada com a protecdo vacinal no
modelo da esporotricose sistémica. A utilizacdo das CDs ex-vivo como
ferramentas protetoras para esporotricose exige estudos posteriores para melhor

caracterizacdo desse modelo vacinal.
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1. Introduction

Sporothrix schenckii is a thermally dimorphic fungus that causes sporotrichosis, a sub acute or
chronic mycosis characterized by nodular lesions of cutaneous or subcutaneous tissues
associated with localized lymphangitis and lymphadenopathy (Rafal and Rasmussen 1991).
Sporotrichosis is the most common subcutaneous mycosis in South America and lately Japan and
North America are already considered endemic areas (Barros, Schubach Ade et al. 2004). The
extent of disease varies according to the immune status of the host. As sporotrichosis has a more
severe behavior in nude mice (Dickerson, Taylor et al. 1983) and in patients with acquired
immune deficiency syndrome, T-cell mediated immunity appears to have a main role in limiting
the progression of infection (Aarestrup, Guerra et al. 2001; Losman and Cavanaugh 2004).

The peptide-polysaccharide readily extracted from the fungus, known as exoantigen (ExoAQ),
has shown its importance as a virulence factor for sporotrichosis (Nascimento, Espindola et al.
2008; Teixeira, de Castro et al. 2009). One of the most studied S. schenckii antigen, a fractioned
protein of 70KDa was recently described by two different groups as a putative adhesin protein
(Nascimento, Espindola et al. 2008; Ruiz-Baca, Toriello et al. 2009). Moreover, Carlos and co-
workers have demonstrated ExoAg mitogenic activity in lymphocyte culture (Carlos, Sgarbi et
al. 1998).

The pathogens presents molecular signatures, highly conserved, described as pathogens
associated molecular patterns (PAMP). Through a vast repertoire of pathogen recognition
receptors (PRR), dendritic cells are able to translate the pathogen associated data and enter
profound phenotypical and functional changes and acquire an activated status. The activated

status are represented by three typical signs, high levels of MHC, co-stimulatory molecules as



CD80 and CD86, and cytokine production, which make these cells capable to present antigens to
T cells and promote the differentiation and expansion of them (Joffre, Nolte et al. 2009).

Dendritic cells (DC) play a key role in regulating the balance between the pro- and anti-
inflammatory responses that are required to augment or attenuate cellular immunity (Segal
2007). The cytokines profiles released by DC initiate a cellular immunity through different
pathways. Each pathway orchestrates specific responses through new cytokines profiles and
effectors cells. The most known pathways are Thl and Th2 but recently a new pathway have
being described, known as Th17(Zhu, Yamane et al. 2010).

Recent data demonstrated that DC are able to translate fungus associated data and coordinate
an inflammatory response and protection against fungal infection (d'Ostiani, Del Sero et al. 2000;
Bacci, Montagnoli et al. 2002; Bozza, Perruccio et al. 2003). The acquired cellular response to S.
schenckii antigens is associated with the immune mechanisms which controls the infection,
although the specific role of DC in sporotrichosis is not fully understood. Uenotsuchi and cols.
demonstrated that human monocyte-derived DC promoted a differential cellular response when
stimulated with S. schenckii fungus derived from patients with two distinct clinical
manifestations, visceral and cutaneous. The immature DC stimulated with the cutaneous origin
fungus were more potent on activating a Th1 response when compared with DC stimulated with
the visceral origin fungus (Uenotsuchi, Takeuchi et al. 2006).

Considering that, our study aimed to investigate the phenotypic and functional changes in
bone marrow dendritic cells (BMDC) stimulated in vitro with the yeast form or ExoAg from S.

schenckii and its ability to trigger a cellular immune response in vitro.



2. Materials and methods

2.1. Animals

Female 6-12 week old C57BL/6 mice were purchased from Multidisciplinary Center for
Biological Research (CEMIB), University of Campinas (UNICAMP), Sdo Paulo, Brazil. They
were kept under specific pathogen-free (SPF) conditions on our own animal facilities. All
procedures were approved by our Institutional Ethics Committee (Protocol CEP/FCF/CAr n°
10/2009) and were in accordance with the National Institutes of Health Animal Care Guidelines.
2.2. The fungus

Sporothrix schenckii, strain 1099-18, was kindly provided by Dr. Celuta Sales Alviano, Institute
of Microbiology, Federal University of Rio de Janeiro, RJ, Brazil. This strain was isolated from a
human case of sporotrichosis at the Mycology Section of the Department of Dermatology,
Columbia University, New York, NY, USA. The fungus was cultured at 37 °C for 7 days in
brain heart infusion (BHI) broth (DIFCO) with constant orbital shaking at 150 cycles/min,
resulting in a suspension of yeast cells.

2.3. Infection method

A yeast suspension was prepared containing 1x10° cells/mL in phosphate-buffered saline (PBS),
pH 7.4. A volume of 0.1 mL was inoculated intraperitoneally into each animal.

2.4. Preparation of ExoAg

The ExoAg was obtained as described previously by Carlos and cols.(Carlos, Sgarbi et al. 2003)
with minor modifications. The yeast phase fungal culture was subjected to UV radiation for 1 h.
Then the culture was shaken at 37 °C for 24 h and UV-irradiated again for 1 h. After this
procedure, thimerosal was added to the culture medium at 1/ 5000 concentration and the culture

was shaken at 37 °C for 48 h. Next the culture sterility was tested by Sabouraud agar test. The



cellular suspension was then centrifuged and the supernatant was filtered on cellulose ester
membrane 0.45 um size pore (Millipore) and concentrated from 50 up to 100 folds by
polyetilenoglicol. The protein concentration (9.5 mg/mL) was measured by the Lowry method
(Lowry, Rosebrough et al. 1951) . The exoantigen was tested for cytotoxicity against murine
cells and the higher dose (100ug/mL) had a surviving rate of more than 80% (Mosmann 1983).
2.5. Bone marrow preparation and generation of bone marrow-derived dendritic cells
(BMDC)

Femurs and tibiae of C57BL/6 mice were removed aseptically and were left in 70% ethanol for
2-5 min for disinfections and washed two times with RPMI-1640 (SIGMA). Then both bones
ends were cut with scissors and the marrow was flushed with RPMI-1640 using a 10 mL syringe
(BD Bioscience) with a 0.45 mm diameter needle. Clusters within the marrow cells suspension
were disintegrated by vigorous pipetting. The bone marrow cells suspension was depleted of red
blood cells (RBC) using ACK lysing buffer and washed with RPMI-1640. The bone marrow
cells were adjusted and cultured in RPMI-1640 containing 10% fetal bovine serum (FBS), 100
U/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin, 50 pM B-mercaptoethanol, 1 mM sodium pyruvate, as
well as 30 ng/mL recombinant murine granulocyte—macrophage colony-stimulating factor (GM-
CSF) and 10 ng/mL recombinant murine IL-4 (BD Bioscience). Two and four days after initial
culture, cells were replenished with fresh medium supplemented with GM-CSF and IL-4. On day
six, the DC were washed and replenished with fresh medium plus yeast fungus at DC:yeast cells
ratio of 1:1, or ExoAg (10 or 100 pg/mL), or LPS (1ug/mL), or only medium by 24h at 37 °C.
For the live yeast stimulus 2.5 pg/mL of amphotericin was added in the culture 2 hours after the
live yeast stimulus itself for blockade of fungus overgrowing. The nine day differentiation assay

was only performed for comparison of efficiency and the protocol were similar, where the



addition of GM-CSF and IL-4 was made on day zero, two, four, six and eight. At the end of
incubation, the supernatant were collected for cytokine measurement by ELISA and all DC were
harvested, washed three times with PBS, phenotypically analyzed by flow cytometry or co-
cultured with primed T cells from C57BL/6 at DC/Tcell ratio of 1:9 for 72 hours at 37 °C.

2.6. Flow Cytometry analysis

The phenotypical changes of stimulated DC were determined with mAbs specific for DC
activation surface markers. We evaluated the expression of CD11c, MHCII, CD80 and CD86
molecules. The unspecific binding sites were blockaded by Fc Block™ and all antibodies were
analyzed against their specific isotype controls. Fluorescein isothiocyanate (FITC)-labeled
mAbs: CD11c (clone: HL3). Phycoerythrin (PE)-labeled mAbs were also used: MHC 11 (1-A)
(clone: AF6-120.1), CD80 (clone: 16-10A1) and CD86 (clone: GL1). All mAbs were purchased
from BD Bioscience PharMingen and were used according to manufacturer instructions. Thirty
thousand events were acquired per tube on a FACSCanto'™ flow cytometry (Becton &
Dickinson, San Diego, CA, USA) and analyzed on FACSDiva"™ software.

2.7. Cytokine assay

The cytokines profiles released into the supernatant of stimulated DC cultures and DC/Tcell co-
culture was analyzed by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) performed in 96-well
plates. It was measured the concentration of IL-6, TNF-a, TL-18, 1L-12p70, IL-23 and TGF-$ on
supernatant of stimulated DC and IFN-y, IL-17, IL-5 and IL-4 on supernatant of DC/Tcell co-
culture. The IL-17 and IL-23 Elisa kit was acquired from e-Bioscience, whereas the others kits
was from PharMingen. The assay was performed as described by the manufacturer (PharMingen
and eBioscinces). Briefly, the 96 well plates (Corning: NY,USA) were coated overnight at room

temperature with 100 pL/well of a purified rat anti-mouse cytokine capture antibody. After wash,



the plates were incubated with 200 uL/well of blocking solution (PBS 10% FBS) for one hour. A
new wash was performed and standard murine cytokines or samples (supernatant of culture)
were added to appropriate wells and incubated at room temperature for two hours. After
incubation time, the plates were washed again and 100 pL/well of working detector (detection
antibody plus streptavidin-horseradish peroxidase conjugate) was added. One hour later the plate
was washed and incubated with 100 plL/well of subtrate solution, tetramethylbenzidine
(PharMingen), for 30 minutes. At this time the plate was protected from light and the reaction
was stopped with the addition of 50 pL/well of stop solution (H,SO4 2N). The absorbance was
read at 450nm on a Multiskan Ascent ELISA microplate reader (Multiskan Ascent, Labsystems),
and the results were expressed in picograms/mL.

2.8. Cytokines release in DC/Tcell co-culture assay

To evaluate the immunomodulation effect of stimulated DC on T cells from mice previously
challenged with 1x10’ yeast cells of S. schenckii i.p., the spleen was removed and the cells were
incubated for 2 hours for macrophage adherence. The non adherent cells were collected and the
resulting total lymphocytes suspension were co-cultured with DC previously stimulated with the
yeast (1:1), or 10 or 100 pg/mL of ExoAg, or 1 pg/mL of LPS, or only medium, in round-bottom
96-well plates at DC:T-cell ratio of 1:9 for 72 hour at 37 °C. The supernatants were harvested
after 72 hours of co-culture and the cytokines IFN-y, IL-17, IL-5 and IL-4 were assessed by
ELISA assay.

2.9. Statistical analysis

Results are representative of three independent experiments and are presented as the mean + SD
of duplicate observations. Statistical significance was determined by one-way analysis of

variance (ANOVA) followed by Tukey’s test, and values of p< 0.05 were considered significant.



3. Results
3.1. Bone Marrow DC acquired an activated state after fungal antigens stimulation
3.1.1. Morphological changes on differentiation process and CD11c surface marker

The morphological changes of the precursor cells on differentiation process were
accompanied daily on an inverted optical microscope. On the first day of culture the cells
presented typical precursors cells morphology, with small size, globular shape and smooth
surface (Fig. 1A). On day three cells had differentiated into elongated cells and dendrites were
already observed on most cells, generally as a single dendrite (Fig. 1 B). On day six and nine the
cells had already acquired dendritic cells morphology, with the typical stellar aspect and bigger
size (Fig. 1C and 1D). The expression of CD11c surface marker was evaluated to measure the
differentiation process efficiency. On day six approximately 80% of differentiated cells
expressed the typical DC surface marker CD11c (Fig. 1E) and on day nine it increased to
approximately 90% of the cells (Fig. 1E). However, although the nine day had better efficiency
on generating dendritic cells, the number of viable cells on the sixth day of differentiation was
higher than the number of viable cells obtained on the ninth day as analyzed by Trypan exclusion
method (data not shown). On day nine most cells presented a granular cytoplasm indicating

suffering cells (Fig. 1 D).
3.1.2. Activation markers were upregulated on DC after stimulation

The DC was stimulated with live yeasts of the fungus Sporothrix schenckii and its
ExoAntigen (ExoAg) on low (10ug/mL) and high (100nug/mL) doses. The viability test (MTT)
was performed as described by Mosman (Mosmann 1983) for exoantigen on both doses, live

yeast and with surviving rate higher than 80% in DC. Initially, intending to evaluate the



phenotypical changes of DC upon stimulation the expression of MHC and co-stimulatory
molecules CD80 and CD86 was assessed. Both live yeast (Yeast group) and ExoAg (Exo010 and
Ex0100 group) were capable to promote an increase on the percentage of cells expressing high
levels of MHC molecules when compared with non-stimulated-DC (RPMI group) (Fig. 1 F). The
ExoAg stimulus on its higher dose was more potent to induce an increase on the expression of
co-stimulatory molecules than live yeast. While Exo100 group promoted a significant augment
on the percentage of cells expressing high levels of CD80 and CD86 (Fig. 1 G and H), Yeast
group only promoted a significant augment on the percentage of cells expressing high levels of
CD86, both when compared with RPMI group (Fig. 1 H).

3.1.3 Pro-inflammatory cytokines were secreted by stimulated-DC

Further, the cytokine production was assessed to evaluate the functional changes of DC upon
stimulation. Live Yeast and Ex0100 groups promoted a significant augment of IL-12 and IL-6
cytokines when compared with RPMI group, although live yeast was a more potent inducer (Fig.
2A and B). The production of IL-12 on Yeast group was also significantly higher than ExoAg
groups and even than LPS positive control group (Fig. 2A), while I1L-6 production by yeast
group was significantly higher than Exo10 group only (Fig. 2B). The LPS group values for IL-6
cytokines were detached from the graph (Fig. 2B) for better comparisons between Yeast and Exo
groups to RPMI group, as the LPS values were exaggerated high.

The Yeast group was also a strong inducer of both TNF-o. and IL-1p pro-inflammatory
cytokines, promoting a significant increase of both when compared with RPMI and ExoAg
groups (Fig. 2C and D). The ExoAg groups were only capable to induce an increase of TNF-a

production when compared with RPMI group (Fig. 2C) and no production of IL-1p was detected



(Fig. 2D). The production of IL-10 was also measured and the Yeast group was the only one to
induce its production (data not shown).

In general, live yeast was a more potent stimulus to induce pro-inflammatory cytokines
release than ExoAg stimulus. However the ExoAg on its higher dose was a potent stimulus and
promoted high production of IL-12, IL-6 and TNF-a. Together, phenotypical and functional
changes of DC upon fungal antigens stimulation suggest an activated state of these cells.

3.2. Stimulated-DC were able to activate T cells in vitro

In order to confirm the activation status of stimulated-DC, the ability of these cells to activate
T cells was tested in vitro. A co-culture assay was performed between stimulated-DC and primed
T cells for 72 hours and the cytokines released in supernatant were measured. The Yeast group
was able to induce a significant increase on production of Thl signature cytokine IFN-y by T
cells when compared with all others groups (Fig. 3A). This result could be explained once Yeast
stimulated-DC produced the highest amount of IL-12 (Fig. 2A). Nevertheless, the Exo100 group
was also able to induce a high production of IFN-y by Tcells, on a level similar to LPS group and
significantly higher than RPMI group (Fig.3A). Interestingly, both Yeast and Exo100 groups was
capable to induce a significant augment on the production of Th17 signature cytokine IL-17 by T
cells when compared with RPMI group (Fig. 3B) and the IL-17 release promoted by Exo0100
group was even significantly higher than Yeast group (Fig. 3B). The Th2 profile cytokines IL-4
and IL-5 was analyzed but none was detected (data not shown). These data confirm the activated
state of stimulated-DC and demonstrate the ability of DC to translate the fungal antigens
associated data into differential T cell response. On the other side, as observed in figure 3, the
Exo10 group wasn’t capable to activate T cells, at least the Th1, Th2, Treg or Th17 profiles, and

consequently demonstrated incapacity to activate DC.



3.3. ExoAg group was able to produce TGF-g and IL-23

It’s already known that certain cytokines are essential for the development and expansion of
Th17 cells. The differentiation of Th17 pathway requires a pro-inflammatory cytokine, IL-6 and
an anti-inflammatory cytokine, TGF-B, whilst the maintenance and expansion of these cells
require the cytokine IL-23 (Manel, Unutmaz et al. 2008). Therefore, as the IL-6 was measured
initially, the TGF- and IL-23 cytokines were evaluated in supernatants of fungal antigens
stimulated-DC. Interestingly, the Exo100 group was the only one capable to promote the
augment on the production of TGF-p by DC, being significantly higher than all others groups
(Fig. 4A). Additionally, the production of IL-23 was detected on Yeast and Exo100 group, with
the second being a little higher (Fig.4B). The amount of TGF-3 corroborate with the priority of
IL-17 producing cells than IFN-y producing cells on Exo100 group and the presence of IL-23 for
both groups that induce IL-17 production, Yeast and Exo100, indicate that these stimuli trigger
Th17 cells responses. These data could explain the differential effect of DC over T cells in vitro,

with the Exo100 group prioritizing Th17 cells whereas Yeast group give priority to Th1l cells.

4. Discussion

Although few are know about the interaction between DCs and the fungus Sporothrix
schenckii (Uenotsuchi, Takeuchi et al. 2006), the role of DC in fungal infections are extensively
being studied (d'Ostiani, Del Sero et al. 2000; Gildea, Morris et al. 2001; Newman and Holly
2001; Buentke and Scheynius 2003; Bozza, Montagnoli et al. 2004; Serrano-Gomez, Leal et al.
2005). Maturation of DC is characterized by profound phenotypic and functional transformation,
which involves decreased antigen processing capacity, increased cell surface expression of

MHCII and co-stimulatory molecules, and the secretion of cytokines (Banchereau, Briere et al.



2000). Our results showed that both live yeasts and the exoantigen were capable to mature bone
marrow derived dendritic cells, as shown by the upregulation of MHC antigen presenting
molecules, co-stimulatory molecules CD-80 and CD-86 and production of cytokines. As we can
see in the figures, the maturation promoted by the live yeasts was more enunciated than by
Ex0Ag, even on its higher dose. These differences, however, are not surprising, considering that
fungal PAMP possibly involved in Yeast-driven DC maturation are much more than protein

fractions as EXoAg.

The immunological mechanisms involved in the prevention and control of sporotrichosis are
not fully understood. Previous studies have suggested that cell mediated and humoral immunity
plays an important role in the protection of the host against this fungus (Scott and Muchmore
1989; Carlos, Sgarbi et al. 1992; Tachibana, Matsuyama et al. 1999; Nascimento and Almeida
2005). DCs are the most potent APC of the immune system and are vital for the initiation of
primary T cell-mediated immune responses (Banchereau, Briere et al. 2000). In the current study
we demonstrated that live yeast-form from S. schenckii and its exoantigen, on its higher dose,
were able to activate BMDC and made them fully capable of triggering T cell responses in vitro.
As shown by the presence of IL-17 and IFN-y producing cells in co-culture assay, both Yeast
and Ex0100 group triggered a mixed Th1/Th17 response, although the proportions were
different. Whereas the Yeast group promoted a more enunciated IFN-y production than IL-17,
the Ex0100 group generated a similar production of both cytokines. Thus, assuming that BMDC
are activating CD4" T cells into Th1/Th17 profiles, since the T cells wasn’t characterized, the
exoantigen stimulus suggest an ability in deviating the immune response from an effector Thl to
inflammatory Th17 response. The Exol0 group wasn’t capable to activate BMDC and

consequently trigger T cells responses. Initially, we thought about a regulatory effect, since the



Exo010 group matured BMDC, but we didn’t detected IL-10 in co-culture supernatants and the
levels of TGF-B wasn’t significantly augmented than RPMI control group (data not shown).
Traditionally, responses by IFN-y-producing Thl cells are considered to confer protective
immunity against fungi, whereas Th2 responses mediated by IL-4 lead to increased susceptibility
to fungal infections (Romani 2011). Interleukin-17 producing Th17 cells comprise a newly
recognized T cell subset with an emerging role in adaptive immunity to a variety of fungi
(Romani 2011). The development of Thl cells is believed to be crucial for protective immunity
against pathogenic fungi, whereas a role of Th17 cells is vigorously debated (Huang, Na et al.
2004; Kleinschek, Muller et al. 2006; Deepe and Gibbons 2009; Chamilos, Ganguly et al. 2010).
Recently, Wuthrich and cols demonstrated that Th17 cells can be engaged by vaccination to
confer resistance against multiple dimorphic fungi: Coccidioides posadasii, Histplasma
capsulatum, and Blastomyces dermatitidis. Although Th17 conferred vaccine resistance in these
fungal models by Thl-independent mechanisms, wild type cells expressed a balanced Th1/Th17
profile and also protected mice (Wuthrich, Gern et al. 2011). Accordingly, the involvement of
Th17 cells in S. schenckii are not described and our laboratory are putting efforts on describing
the involvement of Th17 in systemic sporotrichosis and intend to use DC-derived vaccines to
evaluate the importance of Th1/Th17 balance on conferring protection.

The triggering of IFN-y producing cells on co-culture assays was expected as the BMDC
produced high levels of 1L-12, the Th1 signature cytokine (Bettelli, Korn et al. 2008), but the IL-
17 producing cells became a question to be solved. Since the Th17 cells differentiation in murine
models are dependent on TGF-f and IL-6 cytokines, and the maintenance and expansion of Th17
population are dependent on IL-23 cytokine (Korn, Bettelli et al. 2009), we evaluated the

production of these by stimulated-BMDC. Interestingly, only Exo0l00 group was capable to



promote the production of IL-6 and a significant increase on TGF-f, in addition with 1L-23
detection. Therefore, we thought about two reasons for the more enunciated Th17 response on
Ex0100 group: (i) the production of IL-12 cytokine was significantly higher on Yeast group than
Ex0100 group and this high levels could be inhibiting the generation of IL-17 producing cells,
since 1L-12 is a well known inhibitory cytokine of Th17 differentiation (Gocke, Cravens et al.
2007); (ii) the higher amounts of TGF-f associated with IL-6 were capable to promote a more
enunciated generation of IL-17 producing cells, possibly maintained by the production of I1L-23.

For the first time IL-17 producing cells was associated with S. schenckii fungus and its
antigen ExoAg. Our results demonstrated the plasticity of DC on translating the data associated
with the fungus S. schenckii and ExoAg into differential T cells response in vitro. Our laboratory
are investigating the mixed Th1/Th17 responses in vivo and the importance of this balance to the
host defense and understanding how the S. schenckii antigens dictate this cellular response. The
possibility of using ex vivo-generated DCs as vaccinal and therapeutic tools for sporotrichosis is

a challenge for the future.
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Figure 1: Morphological and phenotypical analyses of BMDC. Bone marrow precursors were
differentiated on the presence of GM-CSF and IL-4 cytokines for six or nine days. The
morphology of the cells on differentiation were accompanied daily on an inverted optical
microscope. The photos were obtained at 400x magnitude on day 0 (A), 3 (B), 6 (C) and 9 (D).
On day six and nine these cells were collected and analyzed for CD11c expression by flow
cytometry (E). On day six BMDC were stimulated with yeast-form of S. schenckii at a DC:yeast
cells ratio of 1:1 (Yeast group), or ExoAg with 10 (Exo10 group) or 100 ug/mL (Ex0100 group),



or LPS (1ug/mL), or only medium (RPMI group) by 24h at 37 °C. After stimulation the cells
were collected and analyzed for maturation surface markers MHC-II (F), CD80 (G) and CD86
(H). The results are the means of three independent experiments. Values are presented as means

+ SEM. Brackets indicate statistical comparisons: *p<0.05 and **p< 0.01.



Figure 2

Figure 2: Functional anlyses of BMDC. On day six BMDC were stimulated with yeast-form of
S. schenckii at a DC:yeast cells ratio of 1:1 (Yeast group), or ExoAg with 10 (Exo10 group) or
100 pg/mL (Ex0100 group), or LPS (1pg/mL), or only medium (RPMI group) by 24h at 37 °C.
After stimulation the supernatant was collected and IL-12 (A), IL-6 (B), TNF-a (C) and IL-1P
(D) cytokines production were analyzed by ELISA assay. The results are the means of three
independent experiments. Values are presented as means + SEM. Brackets indicate statistical
comparisons: *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001 when compared with control group RPMI.

Open circles indicate statistical comparisons between groups indicated by the lines: °®°p <0.001



Figure 3

Figure 3: T cells were differentially activated by stimulated-BMDC. Stimulated-BMDC were
co-cultured with primed Tcells at a BMDC/Tcell ratio of 1:9 by 72 hours at 37°C. After, the
supernatant was collected and IFN-y (A) and IL-17 (B) cytokines production were analyzed by
Elisa assay. The results are the means of three independent experiments. Values are presented as
means + SEM. Brackets indicate statistical comparisons: *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001
when compared with control group RPMI. Open circles indicate statistical comparisons between
groups indicated by the lines: °p < 0.05°*°p <0.001.
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Figure 4: Exoantigen was able to stimulate the production of Th17 profile related cytokines
by BMDC. On day six BMDC were stimulated with yeast-form of S. schenckii at a DC:yeast
cells ratio of 1:1 (Yeast group), or ExoAg with 10 (Exo10 group) or 100 pg/mL (Ex0100 group),
or LPS (1ug/mL), or only medium (RPMI group) by 24h at 37 °C. After stimulation the
supernatant was collected and TGFp (A) and IL-23 (B) cytokines production were analyzed by
ELISA assay. The results are the means of three independent experiments. Values are presented



as means + SEM. Brackets indicate statistical comparisons: *p < 0.05 and **p < 0.01 when
compared with control group RPMI. Open circles indicate statistical comparisons between

groups indicated by the lines: °p < 0.05 and *°p <0.01



	CAPA
	FICHA CATALOGRÁFICA
	EPÍGRAFE
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS
	LISTA DE FIGURAS
	LISTA DE TABELAS
	LISTA DE ABREVIATURAS
	SUMÁRIO
	RESUMO
	ABSTRACT
	INTRODUÇÃO
	OBJETIVOS
	MATERIAIS E MÉTODOS
	DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
	RESULTADOS
	DISCUSSÃO
	CONCLUSÕES
	REFERÊNCIAS
	ARTIGO CIENTÍFICO



