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RESUMO

Camundongos selecionados para a maxima (AIRmax) ou minima (AIRmin) reacéao
inflamatéria aguda apresentam desvio de frequéncia do gene Sic11ai. Este gene esta
envolvido no transporte de ions divalentes no compartimento endossomal/lisossomal de
macrofagos e neutréfilos, interferindo na sua ativagdo e suscetibilidade a infecgdes.
Neste estudo, nés investigamos a interacao dos alelos Sic11at1 R (Slc11a1rGly169) e S
(expressao nula da proteina Slc11ail, Slc11a1sAsp169) com os loci de caracteristicas
quantitativas (QTL) moduladores da inflamacdo, durante a paracoccidioidomicose
(PCM) em linhagens AIRmax™", AIRmax®S, AIRmin"" and AIRmin®® homozigotas para o
gene Slc11atl, produzidas por acasalamentos assistidos por genotipagem. Nés
verificamos que o alelo R em homozigose foi responsavel por um maior influxo
neutrofilico em camundongos com background AlIRmax. Observamos ainda, que as
linhagens AIRmax"? e AIRmax®°® foram mais resistentes enquanto a linhagem AIRmin
portadora do alelo R foi implicada em uma maior recuperacdo de UFC de P.
brasiliensis. Desta forma, apesar de nao observarmos diferenga na recuperacao de
UFC entre as sublinhagens AIRmax, um aumento no influxo de neutréfilos para o
pulmao dos animais AIRmax"? pode ter compensado a influéncia do alelo Sic17a7 R na
multiplicagdo do fungo. Nés também mostramos que o numero de UFC nos pulmdes foi
relacionado a sintese de IL-4 e IL-10 neste 6rgdo, mas a producdo de éxido nitrico foi
semelhante em ambas as linhagens mostrando que este metabdlito ndo foi o fator
determinante de resisténcia/suscetibilidade nas linhagens analisadas. Quanto a analise
de diferentes citocinas em sobrenadante de cultura de células do baco e no pulmao das

linhagens utilizadas, mostramos que o gene modula a sintese de varias citocinas,



porém esta modulacédo foi dependente do background genético do hospedeiro e do
microambiente gerado em resposta a infecgdo. Em conjunto, estes resultados sugerem
que a presenca do alelo Slc17a’l R e um menor influxo leucocitario polimorfonuclear
para os pulmbes, parecem ser fatores decisivos na determinacdo do perfil de
suscetibilidade na infec¢ao por P. brasiliensis.

Palavras chave: Paracoccidioides brasiliensis; inflamacdo aguda; neutrdfilo;

camundongo.



Abstract

Mice selected for the maximum (AIRmax) or minimum (AIRmin) acute inflammatory
reaction show disequilibrium of the Sic17a1 gene. This gene is involved in the transport
of divalent ions at the endosomal/lysosomal compartment within macrophages and
neutrophils, interfering in their activation and susceptibility to infections. In this study, we
investigated the interaction of the Sic17al R (Slc11ai1rGly169) and S (null Sic11aft
protein expression, Slc11a1sAsp169) alleles with the Quantitative Trait Loci (QTL)
modulated-inflammation during paracoccidioidomycosis in homozygous AIRmax™",
AIRmax®S, AIRmin™® and AIRmin®® lines produced by genotype-assisted breedings. It
could be verified that R allele in homozygosis is associated with a more intense
neutrophil influx in AIRmax background. The AIRmax lines showed to be more resistant
wile AIRmin bearing allele R implicated in a higher recovered P. brasiliensis CFU.
Although, the increase of neutrophil influx to the lungs in AIRmax®R mice can be
compensating the influence of Sic171a1 R allele in P. brasilinsis multiplication. We have
also observed that the number of CFU in lungs was not related to NO production but
instead to modulation of IL-4 and IL-10 synthesis in the lungs. Moreover, we present the
effect of Slc11a1 modulating the release of differents cytokines in both supernatant of
spleen cells and lungs, but this effect was time-dependent and change in accordance of
host genetic background and microenviroment produced by immune response during P.
brasiliensis infection. In conclusion, these findings suggest that the lower PMN leukocyte
infiltration to the lungs and Sic11al R genotype seemed to be a decisive factor in
determining the susceptibility profiles in P.brasiliensis infection.

Keywords: Paracoccidioides brasiliensis; acute inflammation; neutrophil; mice.



ABREVIATURAS

AIR: reacao inflamatéria aguda

AlRmax: linhagem de camundongos selecionados para a maxima resposta inflamatéria
aguda

AIRmin: linhagem de camundongos selecionados para a minima resposta inflamatéria
aguda

Animal “knockout”: animal com disrupcdo em algum gene

ANOVA: analise de variancia

Con A: concanavalina A

DLso: indculo do fungo letal para 50% dos animais

ELISA: “enzyme-linked immunosorbent assay” (ensaio imuno-enzimatico)

EPM: erro padrao da média

i.t.: intratraqueal

IFN-a.: interferon alfa

iNOS: éxido nitrico sintase induzivel

Ig: imunoglobulina

IL: interleucina

MHC: complexo principal de histocompatibilidade

MIP: proteina inflamatéria de macréfagos

NO: 6xido nitrico

P.b.: Paracoccidioides brasiliensis

PCM: paracoccidioidomicose



PBS: solucéo salina em tampéao fosfato

QTL: /oci de caracteres quantitativos

RPMI-C: meio RPMI-completo

RPMI-I: meio RPMI-incompleto

Sic11a1: membro 1 da familia 11 dos carreadores soluveis
Th1, Th2: células T helper 1 e células T helper 2

TNF-a: fator de necrose tumoral alfa

UFC: unidades formadoras de col6nia
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1. INTRODUCAO

A paracoccidioidomicose € uma doenca crbnica granulomatosa, causada pelo
fungo dimoérfico Paracoccidioides brasiliensis, um microrganismo intracelular facultativo
(Restrepo & Toboén, 2005). E a micose profunda mais comum no Brasil (Wanke &
Londero, 1994) e ocorre de forma endémica na maioria dos paises da América Latina
(Restrepo, 1985; Lacaz et al., 1991).

O P. brasiliensis € um fungo conhecido até o presente momento na sua forma
assexuada, imperfeita. Este fungo apresenta caracteristica dimorfica, e se desenvolve
na forma de levedura em tecidos de hospedeiros ou quando cultivados a 37°C e sob
forma miceliana no meio ambiente e em culturas mantidas a 25°C (San-Blas & San-
Blas, 1994; Restrepo et al., 1985). Embora seu habitat natural ainda n&o tenha sido
definido, acredita-se que o fungo viva saprofiticamente no solo (Restrepo, 1994). Em
1986 documentou-se pela primeira vez um reservatério animal deste fungo na natureza,
ao isolar-se o P. brasiliensis a partir de 6rgaos de tatus (Dasypus novemcinctus)
capturados nas matas do Para, Brasil (Naiff et al., 1986). Esse achado foi confirmado na
regido endémica de Botucatu, Sdo Paulo, Brasil, apos o isolamento de trés amostras
fungicas a partir daquela mesma espécie de tatus (Bagagli et al., 1998).

Evidéncias epidemiolégicas e experimentais sugerem que a infecgdo natural se
inicia apds inalagao de conidios produzidos pela forma micelial do fungo (Restrepo &
Tobdn, 2005). No pulméao, os conidios fagocitados pelos macréfagos alveolares iniciam
a transformacao em células leveduriformes apds 12-18h (McEwen et al., 1987). Desse
modo, as lesdes primarias ocorrem com maior freqiéncia nos pulmoes, dando origem a
uma infecg¢ao subclinica que pode evoluir para cura ou tornar-se latente na presenca de

resposta imune eficiente ou, ainda, disseminar-se para outros 06rgaos, por via
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hematogénica ou linfatica causando uma doenca grave (Carbonell et al., 1965; San-
Blas et al.,1985).

O aparecimento dos sinais clinicos caracteriza o inicio da paracoccidioidomicose
doencga que pode originar-se de diferentes vias: pela evolugéo direta do foco primario
sem laténcia, por reativacdo do foco quiescente apds laténcia ou por reinfecgao
exogena apos exposicao ao fungo (Franco et al., 1987). O P.brasiliensis induz lesbes
granulomatosas crénicas que comprometem, especialmente os tecidos pulmonares, as
mucosas e o sistema fagocitico mononuclear, podendo se disseminar para o figado,
baco, adrenais e outros érgaos (Franco et al., 1989). Esse envolvimento pulmonar é
particularmente importante, devido a sua frequéncia e presenca de fibrose residual
causada pela doenca (Mendes, 1994). As lesbes da mucosa oral, retal, intestinal e as
cutdneas podem ser consideradas secundarias a disseminagcdo hematogénica ou
linfatica do agente a partir dos pulmdées (Martinez, 1997).

Nos individuos que desenvolvem doenga s&o observados quadros clinicos
diversos, que sao agrupados em dois padrdes principais que definem as formas aguda,
sub-aguda ou juvenil e a forma crénica ou adulta (Franco et al., 1987). A forma aguda
apresenta historia clinica de curta duragéo, em geral 1 a 2 meses e sinais clinicos
compativeis com o envolvimento do sistema fagocitico mononuclear (baco, figado,
linfonodo e medula éssea), caracterizado por hepato e/ou esplenomegalia (Mendes et
al., 1989). Nos pacientes com a forma aguda, as lesdes sdo pouco frequentes e o
acometimento pulmonar é raro (Franco et al.,, 1989; Franco et al., 1993). A forma
cronica da paracoccidioidomicose representa cerca de 90% dos casos e apresenta
quadro clinico de duragcao prolongada, com freqiiéncia acima de seis meses e revela

envolvimento pulmonar e mucoso na maioria dos casos (Mendes, 1994).
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A idade, o sexo e a ocupagao sdo fatores de risco para a paracoccidioidomicose.
Na forma juvenil, a doenga afeta ambos os sexos em igual propor¢ao, indicando que o
fungo infecta tanto homens como mulheres. Porém, a doencga crénica do adulto é mais
freqlente em individuos do sexo masculino entre 30 e 50 anos. Acredita-se que a maior
resisténcia da mulher se deva a presenca de estrogenos, que impede a transformacéao
de micélio para levedura na ocasiao da infec¢ao primaria (Restrepo et al.,1984; Londero
et al. 1990). Como todo processo infeccioso, forma e gravidade variadas na
paracoccidioidomicose dependem também de outros fatores ambientais e constitutivos
do hospedeiro como, genétipo, estado nutricional, alcoolismo, tabagismo (Santos et al.,
2003) e nao apenas dos fatores intrinsecos ao patégeno, como sua viruléncia (Singer-
Vermes et al., 1989).

Em relacdo a interacdo parasita-hospedeiro na paracoccidioidomicose, estudos
clinicos e experimentais sugerem a acao conjunta entre mecanismos inespecificos e
especificos de defesa que atuam na resisténcia ao P. brasiliensis (Calich et al., 1994).
No que se refere a resposta imune especifica, apesar dos antigenos do fungo induzirem
tanto a produgdo de anticorpos quanto a resposta imune mediada por células, os
primeiros nao parecem exercer papel protetor, pois justamente nas formas mais agudas
e graves da doencga observa-se uma exacerbacao da resposta humoral (Mendes et al.,
1989). Diante dos estudos realizados avaliando a resposta imune celular (Chequer-Bou-
Habib et al., 1989) foi possivel concluir que os pacientes com paracoccidiodomicose
apresentam diferentes graus de comprometimento, variando desde total anergia até
respostas aparentemente preservadas. O maior grau de anergia tem sido observado
por ocasiao do diagnéstico, sendo que varias das alteragdes tendem a se normalizar,

de acordo com a resposta ao tratamento (Peracoli, 1988). Geralmente, o
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comprometimento da resposta imune celular € mais intenso nas formas agudas do que
nas formas crénicas da doenca (Mota et al., 1985).

Na paracoccidioidomicose, o desequilibrio entre as células Th1 e Th2
desempenham papel decisivo na depressao da resposta imune celular, altos niveis de
anticorpos e a gravidade da doenca. Uma resposta protetora contra o P. brasiliensis
depende de um padréo Th1, envolvendo como principais citocinas o IFN-y, TNF-a e IL-
12 (Calich et al., 1998; Arruda et al., 2002; Romano et al., 2002)

Macro6fagos derivados de mondcitos sdo células importantes na defesa do
hospedeiro por atuarem na resisténcia contra fungos através da sua capacidade
microbicida e sintese de citocinas como o TNF-a que tem um efeito benéfico na
prevencao de infecgdes fungicas (Tracey, 1994). Na infec¢do por P. brasiliensis, a
resisténcia é sugerida estar associada a atividade de macrofagos e também de
linfécitos T (Cano et al., 1995).

Diversos trabalhos tém demonstrado que o NO é a molécula responsavel pelo
efeito citotoxico exercido por macréfagos sobre o P. brasiliensis (Gonzalez et al., 2000),
e que também pode estar envolvido na imunossupressao por inibir a linfoproliferacao,
producédo de TNF-a e expressdao de moléculas de MHC de classe Il (Bocca et al., 1998;
Bocca et al., 1999).

Fatores controlados geneticamente podem regular o curso e a progressdao da
infeccdo por P. brasiliensis (Calich et al. 1994). Assim, diferentes linhagens de
camundongos isogénicos, infectados intraperitonealmente por células leveduriformes de
P. brasiliensis, apresentam um padrdo diferente de resisténcia e suscetibilidade a

infeccdo. A linhagem A/Sn foi caracterizada como a mais resistente enquanto a
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linhagem B10.A mostrou-se altamente suscetivel a infeccdo por P. brasiliensis (Calich
et al., 1985).

Células de linfonodos de camundongos resistentes (A/Sn) infectados
intraperitonealmente com P. brasiliensis produziram precocemente niveis sustentaveis
de IL-2 e IFN-y ao passo que os camundongos suscetiveis (B10.A) produziram baixos
niveis de IFN-y concomitantemente com altos niveis de IL-5. A citocina IL-10 foi
produzida em quantidades similares em ambas linhagens de camundongos (Kashino et
al., 2000). Na infecgéo pulmonar, apesar da producao de IFN-y tanto por camundongos
A/Sn quanto por B10.A, altos niveis de IL-4, IL-5 e IL-10 foram detectadas nos
homogenatos de pulmdes de animais suscetiveis. Além disso, a neutralizac¢ao in vivo da
IL-12 por anticorpos monoclonais ndo somente anulou a resisténcia dos animais A/Sn
como também diminuiu a resisténcia relativa da linhagem suscetivel B10.A (Cano et al.,
1998).

Logo apéds a infeccdo por P.brasiliensis, possivelmente o fungo interage com
macréfagos alveolares induzindo a liberagdo de quimiocinas, nas quais atraem
neutrofilos, as primeiras células a chegarem no sitio inflamatério (Kerr et al., 1988). De
fato, peptidios de baixo peso molecular do sobrenadante de cultura de macrofagos
peritoneais incubados com P. brasiliensis vivos sao habeis em atrair neutréfilos para a
cavidade peritoneal de camundongos (Calich et al., 1985).

Os neutréfilos tém um papel fundamental no controle da multiplicagdo de
bactérias patogénicas como Listeria monocytogenis, Salmonella tiphymurium, Yersinia
enterocolitica (Conlan, 1977), fungos como Candida albicans (Fulurija et al., 1966) e o
P. brasiliensis (Gonzélez et al., 2003; Meloni-Bruneri et al., 1996). Na infec¢do por

conidios de P. brasiliensis, estudos prévios revelaram uma regulacao positiva da reacao
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inflamatéria caracterizada por recrutamento abundante de polimorfonucleares (Restrepo
et al., 1992; Cock et al.,2000) e aumento na producédo de citocinas pro-inflamatérias
como TNF-a, IL-6, IL-1B e MIP-2.

Varios trabalhos mostram os neutréfilos como células efetoras na infecgao por P.
brasiliensis, por apresentarem atividade fungicida contra o fungo apéds ativagéo
mediada por citocinas (Cano et al., 1995; Benard et al.,1997; Kurita et al., 2000; Costa
et al., 2007). A capacidade de fagocitar e matar microrganismos ocorre pela geracéo de
intermediarios reativos do oxigénio e liberacdo de enzimas liticas armazenadas em
seus granulos (Cassatela, 1995; ). McEwen et al. (1987) demonstraram que a morte de
leveduras de P. brasiliensis por células polimorfonucleares obtidas de camundongos
infectados foi correlacionada com a capacidade dessas células em produzir reativos
intermediarios do oxigénio.

Apesar destas células serem importantes na defesa contra o P. brasiliensis, Pina
et al. (2006), mostraram que o padrdo genético do hospedeiro exerce importante
influéncia em fungdes imunoprotetoras e imunoreguladoras dos neutréfilos, os quais
parecem ser essenciais em situagbes destituidas de imunidade mediada por célula
(Pina et al., 2006).

Um modelo utilizado no estudo do impacto do controle genético da imunidade
nao especifica, € o de camundongos heterogéneos, fenotipicamente selecionados para
a maxima (AIR max) e minima (AIR min) reacdo inflamaté6ria aguda, que foram obtidos
através do modelo de selecao genética bidirecional (Ilbafiez et al., 1992). O método
quantitativo para medir a intensidade da reacao inflamatéria aguda (AIR) é baseado no
modelo proposto por Robert Fauve et al. (1983), que utiliza como agente inflamatério,

microesferas de poliacrilamida (Biogel P100), substancia completamente insollvel,
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quimicamente inerte, ndo biodegradavel e nao antigénica. Os parametros de avaliacao
da AIR foram: o niumero de células infiltradas e a concentracao protéica presentes no
exsudato inflamatério local, colhido 48 horas ap6s a injecao subcutanea do Biogel no
dorso dos animais (lbanez et al., 1992; Herodin et al., 1983). Os dois parametros sao
positivamente correlacionados e possuem uma distribuicado normal de freqiiéncias.

O processo seletivo teve inicio a partir de uma populacdo fundadora
geneticamente heterogénea (F0) produzida pelo intercruzamento balanceado de 8
linhagens isogénicas de camundongos, sendo elas: A/J, DBA/2J, P/J, SWR/J, SJL/J,
CBA/J, BALB/cd e C57BL/6J (Stiffel et al., 1990). Nos animais da populacdo FO, a
intensidade da resposta inflamatéria aguda seguiu uma curva Normal de distribuicao de
frequéncias. Os acasalamentos seletivos foram feitos pela escolha baseada no valor
fenotipico individual para os dois parametros investigados, selecionando os animais
situados nos extremos da curva. Para a producdo da linhagem de alta reatividade
inflamatéria aguda (AIRmax), os casais nas gerag¢des consecutivas, foram selecionados
entre os camundongos que apresentaram os valores de proteina e celularidade mais
altos, enquanto para a linhagem de baixa reatividade (AIRmin) foram selecionados,
para acasalamento, os animais com valores mais baixos. Para minimizar a
consangulinidade da colénia foram evitados os acasalamentos entre irmaos e primos.
Apés varias geracgdes de acasalamentos seletivos, as linhagens atingiram o maximo de
separagado fenotipica — limite de selegdo — onde cada linhagem é considerada
homozigota para os alelos relacionados a determinagao dos fenoétipos (Ribeiro, 1994).

Os resultados do processo seletivo demonstraram claramente a regulacéo

poligénica da intensidade da resposta inflamatéria aguda, controlada por
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aproximadamente 12 /oci génicos independentes (Biozzi et al., 1998; Ibafez et al.,
1992).

O fenétipo que sofreu grandes modificacdes nestas linhagens foi a habilidade em
recrutar células polimorfonucleares para o foco inflamatério. Na populacao inicial estas
células perfaziam 71% dos leucécitos infilirados e apdés a divergéncia entre as
linhagens, a populacdo de polimorfonucleares no exsudato da linhagem AIRmax
perfazia 95%, enquanto que nos AIRmin este percentual decresceu para 45% (Ribeiro,
1994).

A diferenca fenotipica das linhagens AIR nao se restringiu a resposta a particulas
de poliacrilamida no tecido subcutdaneo, mas foi um fendmeno geral que ocorre em
todos tecidos vascularizados em resposta a varios agentes flogisticos como
carragenina, zymozan, bactérias vivas ou inativas (lbanez et al., 1992) e ao veneno de
Bothops jararaca (Carneiro et al., 2002).

Possiveis modificacbes na resposta imune especifica foram investigadas e a
analise da producao de diferentes isotipos de anticorpos frente a antigenos complexos
revelou ser semelhante em ambas as linhagens, exceto pela maior produgcdo nos
animais AlRmax de IgE, cuja biossintese entretanto, é influenciada por fatores
inflamatérios. A resposta mediada por células foi também investigada pela avaliagdo da
hipersensibilidade tardia a antigenos de Salmonella typhimurium e a eritrécitos
heter6logos e também se mostrou bastante semelhante para as duas linhagens (Araujo
et al., 1998).

A selecdo genética para a resposta inflamatéria aguda aparentemente nao

atingiu a reatividade imunoldgica especifica destes animais, mostrando certa
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independéncia na regulacdo genética dos compartimentos natural e especifico da
imunidade. Apesar disto, camundongos AIRmax mostraram-se altamente resistentes a
infeccao experimental por patdgenos intracelulares como Salmonella typhimurium e
Listeria monocytogenes, suportando inéculos superiores a 2x10” e 2x10'" bactérias,
respectivamente, enquanto que a DL50 para os animais AIRmin foi cerca de 1000 e 100
vezes menor para os dois patdégenos (Araujo et al., 1998).

Na selecao de inflamacéao, foi encontrado um significante desvio de freqiéncia
do alelo S do gene Sic11a1, de 25% na populagéo inicial (FO) para 60% nos animais
AIRmin e apenas em 9% nos AlIRmax, sugerindo que este desvio tenha sido devido ao
processo de selecdo e que o gene Sic11a1 ou algum outro muito proximo a ele, seria
um dos loci de caracteristicas quantitativas (QTL) envolvidos na regulagdo da
intensidade da reacéao inflamatéria aguda (Aradjo et al., 1998).

Investigando a suscetibilidade de algumas linhagens de camundongos
isogénicos a parasitas intracelulares, foi observada uma semelhanca de sensibilidade
em estudos de infeccdo por Leishmania donovani (Bradley et al., 1974) e por
Salmonella entérica sorotipo Typhimurium (Plant & Glynn et al., 1974), que culminaram
na descricdo dos loci Lsh (Bradley et al., 1979) e Ity (Plant & Glynn et al., 1976),
localizados em uma regidao muito préxima no cromossomo 1. O mesmo fenémeno foi
observado na infecgdo por Mycobacterium bovis, para o qual foi descrito o locus Bcg
(Skamene e col., 1982; Skamene et al., 1984). Finalmente em 1993, utilizando
clonagem posicional, foi demonstrado que o locus Bcg/Lsh/Ity representava um unico
gene, denominado Natural resistance-associated macrophage protein-1 (Nramp1) (Vidal

et al., 1993) recentemente denominado Solute carrier family 11 member a 1 (Slc11aft).
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Existe uma conservada sintonia entre o gene Sic171al murino, localizado no
cromossomo 1, e o gene Slc11al humano, localizado no cromossomo 2. Ambos
codificam para uma proteina altamente hidrofébica de aproximadamente 60 Kda, com
caracteristica de uma proteina integral de membrana, que possui 12 dominios
transmembranicos, uma alca citoplasmatica glicosilada, com varios sitios de fosforilacao
(Blackwell et al., 1995; Cellier et al., 1995; Barton et al., 1995; Vidal et al., 1993), além
de uma sequéncia de transporte (Consensus Transport Motif — CTM) estruturalmente
homoéloga as proteinas de transporte de membrana encontradas em bactérias e
eucariotos, sugerindo o envolvimento desta proteina no transporte de ions (Cellier et al.,
1995).

A proteina codificada pelo gene Sicii1al localiza-se nos compartimentos
endossomal/lisossomal de células fagociticas, como macrofagos, mondcitos e
leucdcitos polimorfonucleares, sendo que durante a fagocitose a proteina Sic11atl é
rapidamente recrutada para a membrana do fagolisossomo (Cellier et al., 1997; Vidal et
al., 1993). Os leucdcitos polimorfonucleares representam o maior sitio de expresséo de
RNAm do gene Sici1al, seguido em menor grau pelos monécitos (Cellier et al., 1997;
Cellier et al., 1994).

A expressao do gene Sic11al em macrofagos afeta a capacidade do hospedeiro
em controlar a replicacdo intracelular de patégenos presente nos fagolisossomos. Em
camundongos, a suscetibilidade é associada a uma substituicdo ndo conservativa na
posicdo 169 do aminoacido glicina por &acido aspartico, causada por uma mutagéo
pontual na regidao codificadora do quarto dominio transmembranico (Vidal et al., 1995;

Malo & Skamene, 1994). A mutacao confere uma alteracdo na estrutura ou estabilidade



24

deste dominio (Xue et al. 2006), que acarreta na perda da funcéo da proteina Sic11at
(Blackwell et al. 2004).

Em humanos, das variantes identificadas no gene Sic11at, trés polimorfismos
foram localizados em seqliéncias potencialmente regulatérias, como a promotora do
gene, regides 3’ ndo traduziveis (UTRs) e em uma substituicdo ndo conservativa de
aminoacidos D543N da porg¢éo citoplasmatica carboxi-terminal da proteina (Blackwell et
al., 1995; Liu et al., 1995; Buu et al.,, 1995; White et al., 1994). O polimorfismo
encontrado na regido promotora do gene Sici1al codifica para quatro alelos,
permitindo a genotipagem dos individuos em homozigotos e heterozigotos para os
diferentes alelos deste gene (Blackwell et al., 1995). Estudos propéem que a alta
expressao do alelo 3 estaria associado ao desenvolvimento de doengas autoimunes,
enquanto a baixa expressao do alelo 2 estaria associado na suscetibilidade a infec¢des
( Searle & Blackwell, 1999).

Os dados de literatura para a diregao do transporte e o substrato transportado
pela proteina Slc171at sado controversos (Lam-Yuk-Tseung & Gros, 2003). Existem duas
teorias, a primeira sugere que o Slci1al retira os cations de Fe® das hemécias
senescentes fagocitadas, do fagolisossomo para o citoplasma do macréfago (Atkinson
& Barton, 1998; Fleming et al., 1998). Um efeito direto deste transporte na resisténcia a
infeccao, € de que o macréfago que possui o alelo normal do gene Sic11at1 (Sic11at
R), realizaria o transporte eficiente de ions para fora do fagolisossomo. Desta forma,
indisponibilizando céations essenciais para o crescimento bacteriano (como Fe*?) e para
a bactéria desempenhar a sua atividade catalitica dentro do fagossoma (como Zn*? e
Mn*?) (Atkinson &Barton, 1999; Atkinson & Barton, 1998; Gomes & Appelberg, 1998). A

segunda teoria propde que a proteina normal do gene Slc11afl transportaria o ferro
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para dentro do fagossomo, favorecendo a reacao de Fenton/Harber-Weiss, que gera
radicais hidroxila altamente toxicos para a bactéria (Goswami et al., 2001; Khun et al.,
2001; Khun et al., 1999; Zwilling et al., 1999).

Estudos funcionais utilizando linhagens de camundongos isogénicos e linhagens
de macréfagos Slc11at transfectados mostram que o gene Sic17at tem um importante
papel na fase inicial da atividade microbicida de macréfagos tendo muitos efeitos
pleiotropicos incluindo regulacao da IL-1, iINOS, MHC de classe I, TNF-q, liberacao de
NO, no burst oxidativo e atividade tumoricida bem como na antimicrobiana (Blackwell et
al., 2000). Além disso, interage na producao de IFN-y (Kita et al., 1992; Ramarathinan et
al., 1993).

Diferencas na suscetibilidade a microrganismos observadas em modelos de
camundongos inbred, tem sido inicialmente atribuida a presenca do alelo de resisténcia
(R) ou de susceptibilidade (S) do locus Slc11at (Lissner et al., 1985). Estes estudos
foram confirmados por experimentos com camundongos knockout para o gene Sic11at
originados de camundongos resistentes, os quais perderam a capacidade em controlar
a infeccao, tornando-se suscetiveis ( Vidal et al., 1995).

Interessantemente, a distribuicdo do padrdo de resisténcia/suscetibilidade (R/S)
a paracoccidioidomicose entre linhagens de camundongos isogénicos (Calich et al.,
1987) assemelha-se ao padrdo observado com o gene Slc11ail (Wyllie et al., 2002)
apds infeccdo com microrganismos intracelulares como Salmonella typhimurium,
Mycobacterium bovis e Leishmania donovani (O’Brien et al., 1980; Skamene et al.,
1982). Fenotipicamente, macréfagos de  camundongos  resistentes a

paracoccidioidomicose A/Sn apresentaram maior atividade microbicida que macréfagos
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de camundongos suscetiveis B10.A que ndo expressam a proteina Slc11ai (Vidal et
al., 1996a, b) , dando suporte a hipétese que o gene Sic11al pode ser um dos genes
envolvidos na resisténcia/suscetibilidade a infec¢ao por P.brasiliensis.

Para avaliar o efeito dos QTL fixados no processo seletivo dos animais AIRmax e
AIRmin na suscetibilidade a doencas autoimunes, infecciosas e neoplasias dependente
do gene Silc11al, foram produzidas no Laboratério de Imunogenética do Instituto
Butantan sublinhagens onde os alelos R e S do gene Silc11al foram fixados em
homozigose no background genético AIRmax e AIRmin. Estas novas linhagens foram
nomeadas AIRmax™?, AIRmax®®, AIRmin"? e AIRmin®S. Desta forma, as observacées
descritas anteriormente nos incitaram a investigar se estas sublinhagens exibem

diferentes padrdes de respostas apos infecgédo por P.brasiliensis.
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2. OBJETIVOS

Verificar a interacdo do gene Sic11al com os loci reguladores da reatividade
inflamatéria aguda no curso da paracoccidioidomicose experimental, investigando a
participacdo deste gene na modulacdo dos mecanismos envolvidos na

resisténcia/suscetibilidade ao Paracoccidioides brasiliensis.

Para tanto, desenvolvemos a seguinte programacgao:
1. Avaliacdo da resisténcia a infeccao experimental por P. brasiliensis das sublinhagens
de camundongos AIRmax e AIRmin homozigotas para os alelos R e S do gene
Sic11a1, ou seja: AIRmax Slc11a1™®; AIRmax Slc11a7°%; AIRmin Slc11a1™"; AIRmin

Slc11a1%%, através da avaliagdo das unidades formadoras de coldnia (UFC);

2. Avaliagéo da cinética do recrutamento celular para os pulmdes de animais infectados

por P. brasiliensis;

3. Analise da producéo de NO pelas células do bago e nos pulmdes desses animais;

4. Avaliacao de citocinas como IL-1, IL-6, IL-4, IL-10, IL-12, INF-y e TNF-a de células do

baco e em pulmdes de animais infectados com P. brasiliensis.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos com 10 semanas de idade das
sublinhagens homozigotas para os alelos R e S do gene Slci1at: AlRmax™F;
AIRmax®; AIRminf? e AIRmimSS. Estes animais foram produzidos no biotério do
Laboratério de Imunogenética do Instituto Butantan através de cruzamentos assistidos
por genotipagem, a partir de camundongos selecionados para a maxima (AIRmax) e
minima (AIRmin) reagéo inflamatéria aguda ao Biogel e mantidos no biotério do
Departamento de Microbiologia e Imunologia - IB - UNESP/Botucatu. Todos os
procedimentos envolvendo animais foram aprovados pela Comissdo de Etica em
Experimentagdo Animal (CEEA) da Faculdade de Medicina de Botucatu (protocolo n.

483/2005)

3.2. Cultivo do P. brasiliensis

Foi utilizada a forma leveduriforme da cepa 18 do fungo Paracoccidioides
brasiliensis (Pb 18) mantida nos laboratérios do Departamento de Microbiologia e
Imunologia do Instituto de Biociéncias - UNESP - Botucatu. A cultura desta cepa é
mantida com subcultivos semanais a 37° C no meio de cultura agar glicose-peptona-
extrato de levedura (GPY) contendo: 1,5% de glicose; 1% de peptona e 0,5% de extrato

de levedura. As culturas foram utilizadas com 6 dias de cultivo.
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3.3. Preparacao do inéculo e determinacao da viabilidade de P. brasiliensis

As células leveduriformes foram transferidas da superficie de meio de cultura
com auxilio de alga plastica para tubos estéreis contendo pérolas de vidro de 4 mm de
diametro e solugdo salina tamponada estéril, pH 7,2 (PBS), e homogeneizadas em
agitador de tubos tipo Vortex, por 3 ciclos de 10 segundos cada. A seguir, a
suspenséo de leveduras foi mantida a 37°C durante 5 minutos, para sedimentar grumos
nao desfeitos durante a agitacao. O sobrenadante, contendo células isoladas ou com
poucos brotamentos foi colhido e aliquotas desta amostra foram submetidas ao teste de
viabilidade com diacetato de fluoresceina e brometo de etidio (Sigma Chemical Co., St.
Louis, USA) (Calich et al., 1979). As amostras foram utilizadas somente quando a
viabilidade do fungo foi superior a 80%. Apds a contagem em camara hemocitométrica,
tipo Neubauer, a concentracdo de células fungicas foi padronizada para 1x10’

leveduras viaveis/mL.

3.4. Infeccao pulmonar com P. brasiliensis através da inoculacao intratraqueal,
por procedimento cirurgico

Os animais foram anestesiados por via intraperitoneal (i.p.) com 2,2,2-
Tribromoetanol 99% (ACROS, New Jersey, USA), na concentracdo de 2,5% em PBS,
na dose de 250 mg/kg de animal. Para a inoculagao das leveduras de P. brasiliensis, 0s
animais anestesiados tiveram suas traquéias expostas sendo inoculados i.t. com 100 ul
de uma suspensdo de 1 x 10 leveduras/ml de P. brasiliensis (1 x 10° leveduras/animal).
Animais controle foram submetidos ao mesmo procedimento cirlrgico e receberam 100

wl PBS estéril.
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3.5. Obtencao, contagem total e diferencial das células do lavado broncoalveolar

(LBA)

As células do LBA foram obtidas através da insercdo na traquéia de um catéter
acoplado a uma seringa contendo 1 ml de solugdo de PBS estéril. Esse procedimento
foi repetido 3 vezes com o mesmo volume para obtencdo da suspensédo celular. O
exsudado foi coletado individualmente de cada animal e adicionado separadamente em
tubos plasticos. A contagem do numero total de células presentes nos lavados foi feita
empregando solucdo de Turk e camara de Neubauer. As contagens diferenciais das
células foram feitas em esfregacos preparados em citocentrifuga (Cytospin 3, Shandon
Souther Products Ltd., Cheshire, UK) e submetidas a colora¢ao por Pandtico (Laborclin

LTDA, Pinhais Parana, Brasil).

3.6. Determinacao de Unidades Formadoras de Col6énia (UFC) nos pulmées de
animais infectados com P. brasiliensis

Animais infectados com P. brasiliensis, foram sacrificados apés 2, 7 e 14 dias de
infeccao e tiveram o pulmao esquerdo retirado e submetido a pesagem em placas de
Petri (Falcon, B-D, Franklin Lakes, N.J.) contendo 3 ml de RPMI-I Sigma (GIBCO BRL,
Grand Island, NY, U.S.A).

Ap6s a pesagem, o pulmao esquerdo dos animais foi cortado em pequenos
fragmentos que foram colocados em tubo cbénico de 50 mL contendo meio RPMI-I
acrescido de liberase (0,5 ug/mL) (Sigma St. Louis, MO) e incubados a 37°C, durante
30 minutos, sob agitacao (agitador orbital a 150 rpm, Incubator shaker series 25, New
Brunswick, Edison, New Jersey, USA). Decorrido o tempo de incubacao, a dispersao

das células pulmonares foi realizada com o auxilio de uma seringa de 10 mL. Aliquotas
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de 100 uL dessa suspensao foram semeadas, em duplicata para cada pulmé&o, com
auxilio de bastbes de vidro em L, em placas de Petri 20 x 100mm, contendo Brain Heart
Infusion Agar, suplementado com 5% de fator de crescimento (Singer-Vermes et al.,
1992). Apos 15 dias de cultivo a 35°C, o nimero de UFC foi contado e o valor corrigido

por grama de tecido (log 10).

3.7. Cultura de células totais de baco

Bagos de animais controles e infectados com P. brasiliensis foram coletados ap6s
2, 7 e 14 dias de infecgéo e processados em 3 mL de RPMI-C em peneiras de nylon.
Apos a lise das hemacias, as células foram lavadas 3 vezes em RPMI-I e ressuspensas
em 1 mL de RPMI-C. A suspensao celular foi ajustada para 2 x 10° células/mL e cultivada
em placas de 48 pocos, em volume de 500 ulL/pogco, em ftriplicata. As células foram
estimuladas, in vitro, com 10 puL/pogo de Con A (Sigma St. Louis, MO, Tipo Ill) (2 mg/mL)
em RPMI-C ou incubadas somente com RPMI-C como controle. Apds 48 horas em estufa
umidificada, com 5% de CO, a 37°C, os sobrenadantes de cultura foram coletados e

estocados a -70°C para posterior dosagem de citocinas e NO.

3.8. Preparacao dos homogeneizados de pulmao para dosagem de citocinas e NO

Para a dosagem de citocinas e NO ex vivo foi realizado o seguinte procedimento:
apos a infecgdo i.t. dos camundongos com P. brasiliensis, os mesmos foram
sacrificados nos periodos de 2, 7 e 14 dias ap6s a infeccao. ApGs a coleta do exsudato
do LBA, os pulmdes foram retirados e armazenados a —70 °C, até o momento da

dosagem. Apo6s o descongelamento dos pulmdes, foram adicionados 2 ml de RPMI-I e
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realizada sua homogeneizagéo utilizando o homogeneizador de tecido (Ultraturax T 50
IKA — Labortechnik, Germany). Ap6s a homogeneizagéo, o lisado celular total obtido foi
centrifugado a 4°C por 15 minutos, a 10.000 g (centrifuga Avanti 30, Beckman). A

seguir, o sobrenadante foi coletado, e submetido a dosagem de citocinas, e NO.

3.9. Deteccao de citocinas por Ensaio Imuno-Enzimatico (ELISA)

Empregando o método de ELISA, foi feita a quantificacao das citocinas IL-1-a, IL-
4, IL-6, IL-10, IL-12, IFN-y e TNF-a (BD, Pharmingen, San Diego, CA) empregando
anticorpos especificos (purificados e biotinilados) e citocinas-padrdo, de acordo com
instrucdes do fabricante. Os anticorpos de captura foram diluidos em tampao carbonato
0,1 M, pH 5,0 (100 pL/poco), na concentracao de 2 a 4 ug/mL, e apds incubacao das
placas por 18 horas a 4°C, as mesmas foram lavadas 3 vezes com 300uL de solugéao
salina em tampao fosfato (PBS) com 0,05% de Tween (Sigma, St. Louis, MO) (tampéao
de lavagem). Apds as sucessivas lavagens e secagem da placa, foram adicionadas 200
pL/poco de PBS contendo 1% de BSA (GIBCO BRL, Grand Island, NY, USA) (tampé&o
de bloqueio) seguido de incubagédo a temperatura ambiente no minimo por 2 horas.
Apdbs o bloqueio, os pogos foram novamente lavados 3 vezes com o tampédo de
lavagem, e entdo adicionados 100 puL das amostras para a quantificagdo das citocinas.
A curva-padrao com citocinas (IL-1-a, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IFN-y e TNF-a)
recombinantes variou de 9,6 a 2.500 pg/mL. Apds incubagao por 18 horas a 4°C, foi
repetido o procedimento de lavagem da placa, e adicionados 100 plL/pog¢o dos
anticorpos de deteccao biotinilados diluidos em tampéao de bloqueio na concentracao de

2 a 4 yg/mL. Percorrido 2 horas de incubacgao a temperatura ambiente, foi repetido novo
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ciclo de lavagem, e em seguida feita a amplificacdo da reacao pela adicdo de 100
uL/poco de estreptoavidina/biotina/peroxidase (Dako, Carpinteria, CA, USA), diluido em
tampao de bloqueio com 0,05% de Tween, na concentragdo de 1,25 mg/mL com
incubacdo por mais 1 hora. Apdés novo ciclo de lavagem, foram adicionados 100
uL/poco da solucdo de substrato, contendo H.O. e tetrametiloenzidina (TMB) (BD,
Pharmingen, San Diego, CA), e as placas foram incubadas por 20 minutos a
temperatura ambiente. A reacdo foi bloqueada adicionando 50 pL/pog¢o de &cido
sulfarico (H.SO4 1M). A densidade 6tica (D.O.) foi avaliada em leitor de microplacas em
450 nm (uQuant, Bio-Tek Instruments Inc., Winooski, VT, USA) e a concentragéo de

citocinas calculada a partir da curva padrao.

3.10. Deteccao de Nitrito (NO2) em sobrenadante de cultura de células do baco e
homogeneizados de pulmoes

A deteccao da producgao de éxido nitrico (NO) foi avaliada através da dosagem
de nitrito (NO2) pelo método de Greiss. Para a dosagem de nitrito, 100 uL de
sobrenadante de cultura de células do bago ou dos homogeneizados dos pulmdes
foram adicionados a 100 uL do reagente de Greiss contendo uma parte da solugcao
estoque de NEED a 0,1% (Sigma, St. Louis, MO) e uma parte da solugao estoque de
sulfanilamida (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) a 1% em acido fosférico (H3POy)
5%. Apds 5 minutos de incubacao a temperatura ambiente, a D.O. foi obtida em leitor
de microplacas em filtro de 540 nm (Metertech Inc., modelo 960) contra um branco
constituido por reagente de Griess. Para analise quantitativa das amostras foi

preparada na mesma placa a curva padrao contendo nitrito de s6dio em concentracoes
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variando entre 200 a 3 pM. A quantidade de nitrito das amostras pode ser

correlacionada aos valores de absorbancia obtidos na curva padrao.

3.11. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média £+ EPM e os mesmos foram
analisados utilizando ANOVA seguido de teste Tukey. Para analise estatistica foi
utilizado o programa GraphPad Prism 4 (Califérnia, U.S.A.). As estatisticas foram

consideradas significativas quando p<0,05.
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4 - RESULTADOS

4.1. Caracterizacao do recrutamento de leucocitos para a cavidade broncoalveolar

Com o objetivo de verificar se o fenotipo selecionado originalmente para o
recrutamento de polimorfonucleares no 2° dia ap6s estimulo, também ocorre durante a
infeccdo por P.b. e no pulmao, um sitio inflamatério diferente do utilizado na selegéo
deste fenétipo, animais das sublinhagens AIR homozigotos para os alelos R e S do
gene Slc11atl foram submetidos & infecgdo intratraqueal por 1x10° leveduras de P.b. e
0 numero absoluto de neutréfilos determinado como descrito em materiais e métodos.
Avaliamos também o recrutamento de células mononucleares no 2° e 7° dia de infeccao
e o de neutréfilos no 7° dia. Desta forma, avaliamos a cinética de migracdo celular
nestes periodos para o espaco bronco-alveolar dos animais inoculados i.t. com P.
brasiliensis (Figura 1).

A Figura 1 A mostra o influxo de neutréfilos para o espaco broncoalveolar no 2° e

7° dia de infeccao pelo fungo. No 2° dia, a infecgdo induziu maior migracdo de

R e AIRmax®® quando comparadas com as

neutréfilos nas sublinhagens AlIRmax”®
sublinhagens AIRmin? e AIRmIin®® respectivamente, evidenciando a diferenca no
fen6tipo de recrutamento celular interlinhagens selecionado originalmente no tecido
subcutaneo. No fendtipo da AIRmax, pudemos observar o alelo R exercendo um
significante aumento no parametro de infiltrado neutrofilico no 2% dia. Com 7 dias de
infecgdo, a diferenca interlinhagens diminuiu e houve diferengca estatisticamente
significante entre a sublinhagem AIRmax"" e AIRmin"",

O influxo de células mononucleares (Figura 1 B) em resposta a leveduras de P.

brasiliensis nas diferentes sublinhagens manteve-se nos patamares do grupo controle
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no 2° dia apds infecgdo. No 7° dia, o recrutamento de células mononucleares para o
espaco bronco-alveolar foi significativo nas sublinhagens AIRmax"™® e AIRmin"® e
AIRmIn®® infectadas quando comparado com o grupo controle. Ndo pudemos verificar
assim, um aumento de células mononucleares nos animais AIRmax®® no 72 dia. Desta
forma, o alelo R determinou um aumento e o alelo S uma diminuicdo no influxo de
mononucleares nos AIRmax (estatisticamente significante), conferindo um maior influxo
dessas células na sublinhagem AIRmax™" quando comparadas a sublinhagem
AIRmin™®, e um menor influxo nos AIRmax®® quando comparadas a sublinhagem

AIRmMInSS,
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Figura 1. NUumero absoluto de neutréfilos (A) e células mononucleares (B) no BAL de
camundongos inoculados i.t. com 10° células leveduriformes de P. brasiliensis, ou
injetados com PBS (grupo controle). Os pulmdes dos camundongos foram lavados com
PBS 2 e 7 dias apos infeccdo, e as suspensdes de células foram preparadas em
citocentrifuga e submetidas a coloragcéao por panético. O nimero absoluto de células foi
calculado como descrito em materiais e métodos. Os resultados sdo expressos como
média £ EPM. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; *Diferenca estatistica versus
respectivo Controle. (n = 9)
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4.2. Efeito do gene Sic11al na multiplicacao de leveduras nos pulmées de

animais infectados por P. brasiliensis

Nossos resultados demonstraram através da contagem do numero de UFC, que
o nimero de leveduras nos pulmdes dos animais AIRmin"" foi maior nos dois periodos
analisados quando comparado as outras sublinhagens. No sétimo dia de infeccéo,
também houve uma maior recuperacdo de leveduras dos pulmées de animais AIRmin®S

em relacdo aos AIRmax®S.
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Figura 2. Nimero de leveduras viaveis (UFC) recuperadas a partir de tecido pulmonar 2

(A) e 7 (B) dias apés infeccdo com 10° células leveduriformes. Dados sdo expressos

como média + EPM. * p< 0,05; *** p< 0,001. (n=9)
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4.3. Concentracao de oxido nitrico em sobrenadante de homogenatos de pulmoées

obtidos de animais infectados por P. brasiliensis

Investigamos também alguns parametros imunolégicos como a producido de
oxido nitrico, procurando assim, relacionar a multiplicacdo do fungo no pulméo com a
producado deste metabdlito. A producdo de NO, foi avaliada apos 2, 7 e 14 dias de
infecgdo. Detectamos um aumento no nivel deste metabdlito nos animais AIRmax®® no
segundo dia de infeccdo quando comparado ao respectivo grupo controle. Entre as

sublinhagens infectadas com o fungo nao houve diferenca estatistica.
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Figura 3. Producédo de NO2 nos sobrenadantes do homogenato pulmonar de animais
ndo-infectados (Controle) e animais infectados com 10° células leveduriformes de P.
brasiliensis. Ap6s 2, 7 e 14 dias de infeccdo os pulmdes foram retirados,
homogeneizados em 2 mL de RPMI-C e centrifugados. O NO foi determinado nos
sobrenadantes através da reacédo de Griess. Dados sdo expressos como média £ EPM.

*Diferenca estatistica versus respectivo Controle. (n = 9)
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4.4. Producao de citocinas em sobrenadante de homogenatos de pulmoes obtidos

de animais infectados por P. brasiliensis

O perfil de producao de IL-1, IL-6, IL-4, IL-10, IL-12, TNFa e IFN-y foi avaliado
por ELISA apds 2, 7 e 14 dias de infeccdo por P. brasiliensis em homogenatos de

pulmoes.

4.4.1. Producao de IL-1 e IL-6

As quatro linhagens, quando infectadas, tiveram uma alta produgéo de IL-1 no
periodo mais agudo analisado, evidenciando o P. brasiliensis como um forte estimulo
para a producdo desta citocina no pulmédo. Ap6s 7 dias de infeccao, a linhagem
AIRmax"® diminuiu a producgdo de IL-1 para nivel basal, tendo 0 mesmo padrao de
produgdo desta citocina aos 14 dias de infeccdo. Uma baixa significante também foi
encontrada na sublinhagem AIRmax®® neste ultimo periodo (Figura 4 A).

Na Figura 4 B, sdo mostrados os resultados referentes a quantificacao de IL-6.
Com dois dias de infecgéo, o alelo S do gene Sic11a1 conferiu uma maior capacidade
de producdo de IL-6 nos animais com background da AIRmin (AIRmin®S), o que nao
ocorreu entre as sublinhagens com o background AIRmax n&o havendo diferenca entre
elas. Nos pulmdes dos animais das sublinhagens AIRmax™" e AIRmax®®, foi detectado
uma maior producéo de IL-6 que os AIRmin"" e menor que os AIRmIin®, tendo valores
intermediarios. Nos outros periodos analisados ndo houve modulagdo da producao

desta citocina, apresentando uma producgao basal em todos os grupos.
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Figura 4. Determinagédo de IL-1 (A) e IL-6 (B) nos sobrenadantes do homogeneizado
pulmonar de animais nao-infectados (Controle) e animais infectados com 10° leveduras
viaveis de P. brasiliensis. Apds 2, 7 e 14 dias de infeccdo os pulmdes foram retirados,
homogeneizados em 2 mL de RPMI-C e centrifugados. As citocinas foram determinadas
no sobrenadante através de ELISA. Dados sdo expressos como média + EPM. * p <

0,05; ** p< 0,01; *** p<0,001; *Diferenca estatistica versus respectivo Controle. (n = 9)
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4.4.2. Producéao de IL-4 e IL-10

Os niveis de IL-4 foram baixos em todos os periodos analisados (Figura 5 A).
Comparando os animais infectados com os controles em todos os periodos estudados,
observamos que somente nos AIRmin"® e no segundo dia de infeccdo, a IL-4
apresentou-se aumentada. Esta sublinhagem e também a AIRmax®° produziram niveis
mais elevados de IL-4 que a AIRmax™" neste periodo. Diferencas ndo foram
encontradas com 7 e 14 dias pdés-infecgéo.

Pode-se observar na Figura 5 B, que no segundo dia de infeccéo os niveis de IL-
10 nos pulmées de animais AIRmax"" sdo mais baixos que no grupo controle e nas
outras sublinhagens infectadas. Ja no sétimo dia pés-infeccéo, a concentracao de IL-10
foi significativamente mais alta em AIRmin™" em comparacdo as outras sublinhagens
infectadas. No décimo quarto dia, as duas sublinhagens AIRmin (AIRmin"? e AIRmin®S)
tiveram uma maior producdo desta citocina que o0 grupo controle e as duas
sublinhagens AIRmax (AIRmax™® e AIRmax®®) sugerindo que neste periodo o fenétipo

selecionado para a AIR modula a produgéo de IL-10.
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Figura 5. Determinacgéao de IL-4 (A) e IL-10 (B) nos sobrenadantes do homogeneizado
pulmonar de animais ndo-infectados (Controle) e animais infectados com 10° leveduras
viaveis de P. brasiliensis. Ap6s 2, 7 e 14 dias de infeccao os pulmbes foram retirados,
homogeneizados em 2 mL de RPMI-C e centrifugados. As citocinas foram determinadas

no sobrenadante através de ELISA. Dados sdo expressos como média + EPM. ** p <

0,01; *** p < 0,001; *Diferenca estatistica versus respectivo Controle. (n = 9)
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4.4.3. Producao de IL-12, IFN-y e TNF-a

A Figura 6 A mostra os niveis de IL-12 em homogenatos de pulmdes. Um
possivel papel regulatério do alelo S do gene Sic171al na sintese de IL-12 durante a
paracoccidioiodomicose € evidenciado com nossos resultados onde, um aumento no
nivel desta citocina foi detectado nas sublinhagens AIRmax®S e AIRmin®® no 1° e 7° dia
de infeccdo, quando comparados respectivamente a AlRmax™" e AIRmin? e ao
respectivo grupo controle. No 142 dia, esse efeito modulador do gene nao pode ser
observado ja que nao houve diferenca estatistica entre os grupos infectados. Somente
foi detectado uma producéo elevada de IL-12 em AIRmax®® e AIRmin"" comparado ao
grupo controle.

O IFN-y exerce um efeito protetor contra a paracoccidioidomicose, porém estas
sublinhagens apresentaram niveis basais desta citocina nos pulmdes em todos
periodos analisados como mostrado na Figura 6 B. A Unica diferenga estatistica
observada foi uma maior produgdo de IFN-y nos AIRmax"® que nos AIRmin"" no 22 dia
de infecgao.

Nos animais AIRmax®® e AIRmin"", a deteccdo de TNF-a no 22 dia pés-infecgdo
foi significativamente maior que no grupo controle. Esta produgédo elevada de TNF-a
nos animais AIRmax>® foi observada também em relacdo aos animais AIRmax™" e
AIRmin®® e a producdo elevada desta citocina nos animais AIRmin"" também foi
observada em relagcdo aos animais AIRminSS. Ja no 7° dia de infeccédo, a producéo
elevada desta citocina foi observada nos animais AIRmin"" quando comparado com os
AIRmax"® e AIRminSS. No 14° dia ndo foi observado diferenca estatistica entre os

grupos analisados (Figura 6 C)
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Figura 6. Determinagdo de IL-12 (A), IFN-y (B) e TNF-a (C) nos sobrenadantes do
homogenato pulmonar de animais ndo-infectados (Controle) e animais infectados com
10° leveduras viaveis de P. brasiliensis. Apés 2, 7 e 14 dias de infeccdo os pulmdes
foram retirados, homogeneizados em 2 mL de RPMI-C e centrifugados. As citocinas
foram determinadas no sobrenadante através de ELISA. Dados sdo expressos como
média =+ EPM. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** < 0,001; *Diferenca estatistica versus

respectivo Controle. (n = 9)
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4.5. Producao de oxido nitrico por células totais de baco

Analisamos a producdo de NOy por células totais de bago cultivadas por 48h
apos 7 e 14 dias de infeccdo por P. brasiliensis (Figura 7). O NO; foi detectado em
valores muito baixos no sobrenadante de células com ou sem o estimulo da Con A,
porém significativa elevagdo da producdo deste metabdlito foi detectado aos 14 dias
pos-infeccdo  na sublinhagem AIRmax™® em comparacdo com a sublinhagem

AIRmax®® sob o estimulo da Con A (Figura 7 B).
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Figura 7. Producdo de NO: por células totais de bago, obtidas de animais néo
infectados (Controle) e animais infectados com 10° leveduras viaveis de P. brasiliensis.
Apos 7 (A), e 14 (B) dias de infecgdo, 1x10° células/0,5 mL foram incubadas com RPMI-
C (Meio) ou RPMI-C + Con A (10 uL/pogo). Apds 48 horas, os sobrenadantes de cultura
foram retirados e o NO, determinado através da reacdo de Griess. Dados séao

expressos como média = EPM. * p< 0,05. (n = 9)
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4.6. Producao de citocinas por células totais de baco

Analisamos também a producdo de IL-1, IL-4, IL-10, IL-12, TNF-a e IFN-y por
células totais de baco cultivadas por 48h ap6s 7 e 14 dias de infeccao por P.

brasiliensis.

4.6.1 Producao de IL-1

A andlise estatistica dos dados mostrou que sob estimulo da Con A as células
totais do bago de animais AIRmax>® apresentaram niveis mais elevados de IL-1 que as
células de animais AIRmin®® com 7 dias de infeccdo (Figura 8 A). Apesar de pequena
variagdo na producao de IL-1 entre as sublinhagens, ndo foram detectadas outras

diferencas significativas na secre¢ao desta citocina (Figura 8 A, B).
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Figura 8. Producdo de IL-1 por células totais de bago, obtidas de animais nao
infectados (Controle) e animais infectados com 10° leveduras viaveis de P. brasiliensis.
Apos 7 (A), e 14 (B) dias de infecgdo, 1x10° células/0,5 mL foram incubadas com RPMI-
C (Meio) ou RPMI-C + Con A (10 ulL/poco). Apds 48 horas, os sobrenadantes de cultura
foram retirados e a IL-1 determinada por ELISA. Dados sdo expressos como média +
EPM.* p<0,05. (n=9)
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4.6.2 Producéao de IL-4 e IL-10

A secrecao de IL-4 por células do bago sem o estimulo in vitro ocorreu em niveis
muito baixos. Sob o estimulo da Con A houve aumento da producdo desta citocina
evidenciado principalmente no 14° dia. Entre os animais infectados e o grupo controle
ndao observamos diferenca nos dois periodos analisados, entretanto, diferenca
significante foi obtida entre os animais AIRmin®S e AIRmin™" no 7° dia pds-infecgdo
(Figura 9 A, B).

A andlise da Figura 9 C e 9 D mostra que as células totais do baco sem a
presenca de um estimulo liberaram um baixo nivel de IL-10. Porém na cultura de
células com estimulo da Con A, houve uma alta producdo da citocina analisada
mostrando uma alta capacidade destas diferentes sublinhagens em produzir IL-10. Na
figura 9 D é mostrado aos 14 dias de infeccdo um decréscimo na producao de IL-10 no
grupo AIRmax®® sob estimulo quando comparado ao grupo AIRmax"" também

estimulado.
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Figura 9. Producao de IL-4 (A e B) e IL-10 (C e D) por células totais de baco, obtidas de
animais n&o infectados (Controle) e animais infectados com 10° leveduras viaveis de P.
brasiliensis. Ap6s 7 (A e C), e 14 (B e D) dias de infecgao, 1x10° células/0,5 mL foram
incubadas com RPMI-C (Meio) ou RPMI-C + Con A (10 ulL/poco). Apds 48 horas, os
sobrenadantes de cultura foram retirados e a IL-4 determinada por ELISA. Dados séo
expressos como média + EPM. * p < 0,05; ** p < 0,01; *Diferenca estatistica versus

respectivo Controle. (n = 9)
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4.6.3 Producao de IL-12, IFN-y e TNF-a

Pode-se observar na figura 10 A uma clara participagao do alelo R do gene
Slc11al na produgcdo de IL-12 tanto no fenétipo da AIRmax quanto no fenétipo da
AIRmin no 7° dia. As sublinhagens portadoras do alelo R mostraram uma maior
capacidade em produzir IL-12 na cultura com e sem o estimulo da Con A do que as
sublinhagens portadoras do alelo S e o grupo controle. Outra diferenga observada foi
entre AIRmax>® e AIRmin®® sob estimulo, com este ultimo grupo sintetizando baixo
nivel de IL-12 no 7° dia. No 14° dia a sintese de IL-12 foi baixa em todas sublinhagens
analisadas, estimuladas ou nao (Figura 10 B).

Nos dois periodos analisados, os niveis de IFN-y foram baixos e semelhantes no
sobrenadante de células esplénicas sem estimulo em todos grupos estudados (Figura
10 C, D) . Nos sobrenadantes acrescidos de Con A, houve uma maior deteccao de IFN-
vy mas nao ocorreu diferenga estatisticamente significante no dia 7 apdés infec¢ao (Figura
10 C). No dia 14 (Figura 10 D), o estimulo da Con A levou ao aumento da producéo
desta citocina na linhagem AIRmax"? comparando com o grupo controle e 0s grupos
AIRmax®® e AIRmin"" infectados, e também foi observado um aumento de IFN-y na
linhagem AIRmin®S em relagdo ao respectivo controle e ao grupo AIRmin"?.

As concentragdes medias de TNF-a ndo sofreram alteragbes significativas em
todos os grupos estudados no 7° dia (Figura 10 E). Em contraste, as células esplénicas
apresentaram uma tendéncia em diminuir a produgéo de TNF-a nos grupos infectados

quando comparados aos seus respectivos controles no 14° dia. Isto foi
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significativamente mostrado no grupo AIRmin®® nao estimulado e em todos os grupos

estimulados com a Con A infectados com P. brasiliensis (Figura 10 F).
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Figura 10. Producéo de IL-12 (A e B), IFN-y (C e D) e TNF (E e F) por células totais de
baco, obtidas de animais ndo infectados (Controle) e animais infectados com 10°
leveduras viaveis de P. brasiliensis. Ap6s 7 (A, C e E), e 14 (B, D e F) dias de infeccao,
1x10° células/0,5 mL foram incubadas com RPMI-C (Meio) ou RPMI-C + Con A (10
uL/poco). Apds 48 horas, os sobrenadantes de cultura foram retirados e a IL-12
determinada por ELISA. Dados sdo expressos como média £+ EPM. * p < 0,05; ** p <

0,01; *Diferenca estatistica versus respectivo Controle. (n = 9)
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5 - DISCUSSAO

Os resultados apresentados neste trabalho, demonstram a participacao do gene
Slc11a1 na modulagcado da reacao inflamatéria aguda (AIR) e parametros imunolégicos
durante a paracoccidioidomicose em camundongos geneticamente selecionados,
sugerindo que a regidao cromossémica onde esta localizado o gene Sic11al seja um
locus de caracteristica quantitativa (QTL) regulador da resposta inflamatéria aguda e da
sensibilidade a paracoccidioidomicose pulmonar.

Nosso primeiro passo foi determinar a migracdo de neutréfilos para o sitio
inflamatério buscando caracterizar uma diferenca neste fendtipo selecionado
originalmente com microesferas de poliacrilamida (Biogel) no tecido subcutdneo. Os
resultados demonstraram que a infeccdo i.t. por P. brasiliensis induziu uma reagao
inflamatéria local, com predominancia de neutréfilos no 2° dia de infeccao, seguido de
influxo de células mononucleares no 7° dia de infeccédo. As diferencas no fenétipo para
migracao celular no 2° dia foi mantida segundo a selecado original, havendo também
uma diferenca entre AIRmax™" e AIRmax®° com um maior recrutamento de neutréfilos
para o sitio inflamatério na sublinhagem AIRmax"". Estes resultados indicam que o
alelo R do gene Sic11a1 estaria interagindo com os QTL de maxima reacao inflamatéria
aguda, recrutando maior numero de neutréfilos para o local da injuria.

Estudos de analise de co-segregacao dos alelos do gene Sic17a1 com os
fen6tipos da resposta inflamatéria aguda (Borrego et al., 2006; Peters et al., 2006),
corroboram com nossos resultados referentes as linhagens AIRmax, sugerindo que a

regidao cromossOmica onde o gene Sic11al estd localizado represente um QTL
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modulador da resposta inflamatéria aguda, sendo o préprio Slc11al um possivel gene
candidato.

Outro resultado importante obtido, foi quanto a diferenca de células
mononucleares presentes nos pulmdes dos animais AIRmax aos 7 dias de infeccéo,
com o alelo R determinando uma maior presenca destas células no sitio inflamatério.
Este dado também sugere que a regido cromossdémica onde o gene Sicilal esta
localizado, seja moduladora da migracao de células mononucleares para o pulméo em
periodos menos precoces de infec¢do por P.brasiliensis.

A infeccdo nas micoses sistémicas normalmente ocorre através das vias
respiratérias (Bustamante et al., 1985; Restrepo et al., 1986; Miller et al., 1991) de modo
que uma resposta efetiva no pulmao seria importante para a defesa do hospedeiro.

Os leucécitos polimorfonucleares sdo células imunoprotetoras na
paracoccidioidomicose pulmonar, mas a sua acao depende do padrdao genético do
hospedeiro. Estas células participam muito ativamente dos mecanismos protetores da
imunidade natural, mas ndo na fase de imunidade adquirida contra o P. brasiliensis
(Pina et al., 2006). Alguns estudos tém reforgado a idéia de que os neutréfilos exercem
um importante papel efetor principalmente durante os estagios iniciais da infecgao, uma
vez que estas células desempenham atividade fungicida e fungistatica eficiente apds
ativacao por varias citocinas (Kurita et al., 1999a; kurita et al., 1999b; Rodrigues et al.,
2003).

Mais tardiamente que os neutréfilos, ocorre a migracao de macrofagos para o
tecido afetado, tendo o seu niumero aumentado em virtude da migracdo de mondcitos
do sangue para o local. Sendo células centrais da imunidade natural e adquirida, os

macrofagos sdo responsaveis por numerosos processos imunoldgicos, metabdlicos e
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inflamatorios, tanto em condi¢ées normais como patolégica. Além de suas fungdes
primarias como a fagocitose, os macrofagos podem secretar varios produtos, incluindo
citocinas que mobilizam outras células residentes no tecido (Gordon, 1998). Como os
neutréfilos, macréfagos ativados sdo apresentados como células habeis em matar ou
inibir o crescimento de P. brasiliensis (Brummer at al., 1988; Jimenez & Murphy, 1984).
In vivo, acredita-se que os macréfagos e linfocitos sejam as principais células efetoras
envolvidas no controle da doenca (Myiaji & Nishmura, 1983; Burguer et al., 1996).

Nosso proximo passo foi determinar as UFC nos pulmdes dos animais, 2 e 7 dias
apds a infecgdo. O maior nimero de leveduras foi recuperado dos animais AIRmin®",
ficando mais evidente no 7° dia onde pode ser verificado também um aumento no
nimero de UFC recuperados nos animais AIRmin®S. As sublinhagens AIRmax foram
mais eficientes na contencdo do processo infeccioso. Este resultado sugere que a
presenca do alelo Sic11a1 R leva a uma deficiéncia na atividade fungicida ocasionando
em um maior numero de UFC no pulm&o dos animais, porém a sua agao no processo
de multiplicacdo do fungo na linhagen AIRmax"" pode ter sido compensada por um
maior aporte de neutrofilos no sitio inflamatoério durante o inicio da infec¢do, o que ndo
foi verificado nos animais AIRmin.

Trabalhos anteriores abordando as linhagens AIRmax e AIRmin mostraram
semelhancas funcionais e no estagio de maturacdo dos neutréfilos (Ribeiro et al.,
2003). Apesar destas semelhancas funcionais dos neutrofilos, a linhagem AIRmax
apresentou maior resisténcia a infeccdo experimental por Salmonela typhimurium e
Listeria monocytogenes, portanto, ndo estaria associada a uma melhor capacidade

funcional de suas células inflamatérias, mas sim ao maior aporte de neutréfilos nos
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sitios de proliferacdo bacteriana, levando a um controle mais efetivo deste crescimento
(Araujo et al., 1998).

Ao contrario do esperado, a presenca do alelo R do gene Sici1at interagindo
com os QTL da AIR parece determinar uma maior suscetibilidade ao P.brasiliensis.
Resultados obtidos por Jiménez et al. (2006) mostraram que macrofagos derivados de
camundongos suscetiveis B10.A que expressam a proteina Sic11a1 (B10R), fagocitam
uma maior porcentagem de conidios de P. brasiliensis que macréfagos que nao
expressam a proteina Sic11a1 (B10S). Em camundongos, a mutacdo ocorrida no gene
Slc11a1 tornando-o funcionalmente nulo, confere suscetibilidade a patégenos como
Candida albicans (Puliti et al., 1995), Toxoplasma gondii (Blackwell et al., 1994) e a uma
variedade de bactérias intracelulares, mas ndao a Mycobacterium tuberculosis
(Chackerian & Behar, 2003) e Rhodococcus equi (Cohen et al., 2004).

A influéncia do polimorfismo Sic11ai na suscetibilidade a infecgbes ndo € tao
evidente em linhagens heterogéneas como é em camundongos inbred (Hill, A. V., 1996;
Liu et al., 1995), o que poderia explicar a diferenca no padrao de resposta desse gene
em nosso estudo e também o mascaramento da multiplicacdo de leveduras no pulmao
ocasionado pelo alelo R no bakground AIRmax. Isto ndo é surpreendente desde que a
heterogeneidade em populacées humanas torna muito dificil a deteccdo do efeito do
gene em casos de caracteristicas complexas, provavelmente incluindo resisténcia a

infeccoes.

Esta bem documentado que os reativos intermediarios do nitrogénio tém efeito
antimicrobiano contra varios tipos de infec¢cdes bacterianas e parasitarias (Green &

Nacy, 1993; Fang, 1997; MacMicking et al., 1997), incluindo o P. brasiliensis (Gonzéalez
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et al.,, 2000). Porém a alta producdo de NO foi associada a suscetibilidade em
camundongos B10.A (Nascimento et al., 2002). Apesar da importancia dos
intermediarios do nitrogénio na infeccao por P. brasiliensis, houve um leve aumento de
NO nos pulmées dos animais AIRmax®® no 22 dia pés-infeccdo quando comparado ao
controle mas a producdo deste metabdlito mostrou-se muito parecida entre as
sublinhagens e em um nivel basal de producéo, indicando que o NO ndo é o agente
modificador do fendtipo de resisténcia interlinhagens. Isto pode ser explicado por uma
baixa producédo de IFN-y detectado nos pulmdes das diferentes sublinhagens. Nossos
resultados foram condizentes com um estudo abordando a infeccédo por Trypanossoma
cruzi nas linhagens selecionadas segundo a AIR, onde a produgdo de NO foi
equivalente entre as linhagens AIRmax e AIRmin (Vorrano, 2001). Como o principal
mecanismo dos neutrofilos para matar o P. brasiliensis € dependente de oxigénio
(Brummer, E. 1994), n6s podemos supor que a atividade fungicida in vivo possa ocorrer
principalmente devido a produgéo de reativos intermediarios do oxigénio durante a fase
inicial do processo de contengao a multiplicagéo do fungo, principalmente nas linhagens
AIRmax™" e AIRmax®®, participando efetivamente no fenétipo AIRmax.

Quando estimulamos células totais de baco com ConA in vitro, pudemos
observar no 14° dia de infeccdo uma maior capacidade de liberacdo de NO nos
sobrenadantes do grupo AIRmax"™" em relagdo ao grupo AIRmax®S. Sabidamente o
alelo R aumenta a producao de NO em macréfagos (Jiménez et al., 2006; Blackwell et
al.,, 2000), o que pode explicar a maior produgédo nas celulas detentores do alelo R
provenientes de animais com background AIRmax e consequentemente colaborando

para a atividade fungicida dos fagocitos durante uma possivel disseminac¢ao do fungo.
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Para estudarmos a participacédo do gene Slc11ai no padrao de resposta imune
ao P.brasiliensis em camundongos AIR, analisamos citocinas em homogenatos de
pulmdes e em cultura de células totais de baco.

O inicio da infeccao nos pulmdes foi marcado por alta producao de IL-1 em todas
as sublinhagens analisadas e IL-6 nas sublinhagens AIRmax"?, AIRmax®® e AIRminSS,
mostrando que o P.brasiliensis é um forte estimulo para a sintese dessas citocinas pro-
inflamatoérias no pulmao. Em culturas de células do baco a producdo de IL-1 foi
detectada a um baixo nivel.

Estas citocinas sdo fundamentais para ativacdo de células endoteliais e de
leucdcitos sanguineos resultando no aumento da expressdo de moléculas de adeséao
que favorecem o recrutamento de neutrofilos para o sitio inflamado (Moser et al., 1989;
Issekutz & lIssekutz, 1993). Gonzalez et al. (2003), mostraram que camundongos
BALB/c respondem com recrutamento de leucocitos para o pulmédo e um aumento no
nivel de IL-1 e IL-6 durante estagios precoces de infec¢do por P. brasiliensis, o que
corrobora com nossos resutados. Outros fungos como Histoplasma capsulatum e
Aspergillus fumigatus, também induzem a liberagéo de IL-1 e IL-6 durante a infeccao, a
qual tem um importante papel na atividade microbicida de neutréfilos (Schelenz et al.,
1999; Kurita et al., 2000). Apesar do fungo causar uma alta producédo destas citocinas,
elas ndo foram condizentes com o fenétipo diferenciado para migracao celular entre as
sublinhagens, indicando que a migracdo de células para o pulmdo é dependente
também de outros fatores quimiotaticos. A menor produgdo de IL-6 nos pulmdes dos
animais AIRmin"® infectados, mostra a influéncia do alelo R com os QTL da AIRmin
induzindo uma menor producdo desta citocina na paracoccidioidomicose murina. No

modelo de artrite induzido por pristane, um aumento nas células esplénicas secretoras
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de IL-6 foi observado aos 20 dias ap6s o estimulo por pristane nas sublinhagens
AIRmax™® e AIRmax®® em comparacdo com as AIRmin"? e AIRmin®® (Peters et al.,
2006). Em camundongos congénicos portadores do alelo R e S do gene Sic1i1at
infectados com Salmonelle dublin nao houve diferenca na producao de IL-6 e 0 mesmo
foi observado para a producdao de IL-1 (Eckmann et al., 1996). Nossos resultados
referentes ao 7° e 14° dia apos a infeccdo mostraram que houve apenas producao
basal de IL-6 e a producdo de IL-1 foi diminuida na sublinhagem AIRmax"® a partir do
7¢ dia e nas linhagens AIRmax®® no 14° dia. Esta queda na sintese de IL-1 pode estar
relacionada a um melhor controle da infeccdo nas linhagens AlIRmax e
consequentemente diminuindo o estimulo para a sua produgao.

Ao investigarmos as citocinas de perfil Th2, verificamos no 2° dia de infeccao que
a IL-4 e IL-10 em homogeneizado pulmonar apresentaram-se diminuidas na
sublinhagem AIRmax"" em relagdo as outras sublinhagens infectadas. No 7° dia pos-
infeccdo, o nivel de IL-10 foi maior nos animais AIRminf™ e no 142 dia nos AIRmin"" e
AIRmin®S. No sobrenadante de células totais do bago, pudemos notar uma baixa
produgdo dessas citocinas, mas o estimulo da Con A mostrou que essas células sao
aptas a produzi-las. Somente foi observado maior produgcédo de IL-4 na sublinhagem
AIRmIn®® aos 7 dias de infeccdo, e menor producio de IL-10 na sublinhagem AlRmax®®
aos 14 dias se comparadas aos outros grupos infectados quando as células foram
estimuladas com Con A.

As citocinas anti-inflamatérias como a IL-4 e a IL-10 desempenham atividade
desativadora de macrofagos e a sua producao desbalanceada leva a infecgdes graves,
principalmente aquelas produzidas por patégenos intracelulares (Mosmann et al., 1991;

Scott et al,, 1998; Hoft et al., 2000). Interessantemente, apds estimulo com
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Mycobacterium tuberculosis, macréfagos de camundongos Sic11al S tiveram um
aumento da producdo de IL-10 comparado com macréfagos de camundongos
resistentes Slc11al R (M. Rojas et al., 1999). Kashino et al. (2000), observaram altos
niveis de IL-4, IL-5 e IL-10 em homogenatos de pulmbées em camundongos B10.A
suscetiveis a paracoccidioidomicose. Pina et al. (2004) demonstraram que a deficéncia
de IL-4 determinada geneticamente pode exercer um papel protetor na
paracoccidioidomicose pulmonar. Em camundongos deficientes de IL-4 infectados com
P. brasiliensis ou Schistosoma mansoni, também foi observado um maior numero de
leucdcitos polimorfonucleares nas lesdées causadas por estes microrganismos (Pina et
al., 2004; La Flamme et al., 2001). Com base nesses trabalhos podemos sugerir que a
deteccao de niveis mais baixos de IL-4 nos homogenatos de pulmdes dos animais
AIRmax™® é em conjunto com outros fatores, responsavel pelo maior nimero de
neutroéfilos nos pulmdes de animais dessa linhagem. Os dados até agora mostrados nos
permite dizer também, que a maior produgéo de IL-4, IL-10 e a menor de IL-6 podem
estar relacionadas a uma maior multiplicagdo do fungo na sublinhagem AIRmin""
desfavorecendo o clearance fungico.

A producdo de algumas citocinas de perfil Th1 foram avaliadas durante o
processo infeccioso. Nossos resultados demonstraram que a IL-12 foi produzida em
niveis mais elevados em um periodo precoce da infeccao e mostra claramente o alelo
Slc11a1 S modulando positivamente a producao de IL-12 no pulméo apés 2 e 7 dias de
infeccao. Contrariamente ao resultado obtido no pulmao, o alelo S do gene Sic11at
modulou negativamente a producdo desta citocina no sobrenadante de células
esplénicas estimuladas ou ndo apds 7 dias de infeccdo. No sobrenadante de 14 dias o

nivel de IL-12 foi baixo mesmo sobre acdo da Con A. Estes dados evidenciam que o0s
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alelos do gene Sic11a1 podem interagir com os QTL da AIRmax ou AIRmin e repercutir
em diferentes resultados de acordo com o periodo de infeccdo e compartimento
analizado, sugerindo que o seu efeito é dependente da interacdo com o microambiente.

Produzida principalmente por células fagociticas, a IL-12 € uma citocina pré-
inflamatéria que provém uma importante ligacdo entre a imunidade inata e adquirida
(Trinchieri, G., 1995). Na paracoccidioidomicose experimental, camundongos knockouts
para a IL-12, quando infectados com leveduras viaveis de P. brasiliensis pela via i.t.
apresentaram doenca mais grave (Deepe et al.,, 2000). Células de pacientes com
paracoccidioidomicose liberam baixos niveis de IL-12. No entanto, o tratamento com IL-
12 exdgena nédo recupera totalmente a resposta mediada por Th1. Essa recuperacéao
ocorre somente apés o tratamento com IL-12 e neutralizacdo da IL-10 produzida nas
culturas, mostrando que nos pacientes, a resposta ndo protetora esta associada a
producao de baixos niveis de IL-12 associados a altos niveis de IL-10 (Romano et al.,
2002). Em modelos animais, a administracdo de IL-12 em camundongos suscetiveis
B10.A induz uma infecgdo menos severa com alta resposta inflamatéria detectada nos
pulmdes (Arruda et al., 2002). Estes fatos nos permitem sugerir que a baixa produgao
de IL-12 nos pulmdes dos animais portadores do alelo Sic17a1 R esta envolvida com
uma resposta nao protetora. Além disso, a menor producéo de IL-12 nas sublinhagens
AIRmin™R, estaria agindo de forma sinérgica com o baixo nivel detectado de IL-6 € o
aumento de IL-4 propiciando a multiplicagao do P. brasiliensis nesses animais.

O IFN-y e o TNF-0, outras duas citocinas de padrao Th1, foram avaliadas neste
trabalho. A producédo de IFN-y nos homogenatos de pulmdes se mantiveram a niveis
basais ao longo da infeccdo havendo um leve aumento na sublinhagem AIRmin"" em

relacdo a sublinhagem AIRmax"". Em cultura de células do baco a produgéo do IFN-y
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sem o estimulo foi baixa, porém quando acrescido de Con A, houve um aumento da
producdo com as sublinhagens AIRmax"" e AIRmin®S. Quando dosamos o TNF-o, uma
citocina proé-inflamatéria, notamos uma inibicdo desta aos 14 dias de infeccdo nos
sobrenadantes de cultura de células esplénicas de todas as sublinhagens infectadas
quando comparadas ao controle, notado principalmente na cultura estimulada com a
Con A. Nos pulmdes, a producdo de TNF-a foi aumentada nos animais AIRmax®® e
AIRmIn"® no 22 dia apés a infecgdo e nos AIRMIN®S no 72 dia.

De acordo com a literatura, o gene Slc11al possui efeitos pleiotropicos na
fungcdo de macrofagos, incluindo a producao de TNF-a (Denis et al., 1988; Blackwell, et
al., 2000; M. Rojas et al., 1999). Lalmanack et al. (2001) também demonstrou o gene
agindo positivamente na producédo de IFN-y por camundongos CBA/J Sic11al R. Os
nossos resultados sugerem que o efeito do gene Sic11a1 na producao de TNF-a e IFN-y
na paracoccidioidomicose € dependente do background genético do hospedeiro, ja que
um diferente padrdao de resposta foi observado nas sublinhagens independentemente
da presenca do alelo R ou S.

Kurita et al. (2000), observaram que em periodos precoces de infeccao por P.
brasiliensis, neutrofilos humanos ativados por IFN-y, mas nao por TNF-a, parecem
desenvolver um importante papel na defesa do hospedeiro devido ao aumento da
atividade fungicida. Uma maior atividade microbicida também pode ser observada em
macrofagos peritoneais e alveolares quando ativados por IFN-y em modelo murino
contra o P. brasiliensis e diversos patéogenos (Brummer et al., 1988; Cano et al., 1992;
Brummer et al., 1994). Souto et al., (2000), demonstraram que a paracoccidioidomicose
experimental induzida por via intravenosa era mais grave em camundongos C57BL/6

cujos genes para o IFN-y ou para o gene p55 do receptor do TNF-a haviam sido
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nocauteados. No modelo de resisténcia/suscetibilidade a paracoccidioidomicose a
resisténcia foi associada ao aumento de TNF (Nascimento et al., 2002). Considerando
as informagdes acima, a producao de TNF-a e IFN-y parecem estar relacionadas a um
padrdo de resisténcia a paracoccidioidomicose, porém nas sublinhagens aqui
estudadas esta relacdo nao ficou clara, mas um efeito benéfico destas citocinas nao
pode ser descartado, uma vez que houve grande alteracdo na produgcdo de vérias
citocinas e a acdo em conjunto destas €& que provavelmente ird determinar um
comportamento de resisténcia ou suscetibilidade.

Tomando em conjunto, 0s nossos resultados nos permitem dizer que a influéncia
do gene Slc11ai no padrao de producgdo de citocinas € dependente da cinética da
infeccao e da sua interagdao com os outros QTL envolvidos na regulacao da intensidade

da reagao inflamatéria aguda.
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6. CONCLUSAO

Nossos resultados nos levam a concluir que:
A presenca do alelo Sic11a1 R e um menor influxo leucocitario polimorfonuclear
para os pulmodes durante o periodo inicial da infeccao, parecem ser fatores decisivos na

determinagédo do perfil de suscetibilidade na infeccao por P. brasiliensis.
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