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1. Resumo

Rodrigues, D. R. Papel de neutréfilos humanos no direcionamento da resposta imune
adaptativa do tipo Thl contra o Paracoccidioides brasiliensis. 2013. 76f. Tese (Doutorado) -

Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2013.

A paracoccidioidomicose € uma micose sistémica causada pelo fungo Paracoccidioides brasiliensis
(Pb), endémica na Ameérica Latina. A resposta imune inata do hospedeiro contra o fungo ja foi bem
caracterizada e varios estudos demonstraram claramente a importancia do papel desempenhado
pelas células fagociticas. O nosso laboratério tém estudado a relagdo entre os neutr6filos humanos
(PMNSs)/Pb, concentrando objetivos nos mecanismos efetores destas células contra o fungo. No
entanto, nos ultimos anos, os estudos demonstraram que, em adic¢do as suas funcdes fagociticas e
“killing”, os PMNs podem modular e instruir a resposta imune, uma vez que estas células tém sido
mostradas liberando e produzindo varias citocinas. Assim, avaliamos se PMNSs estimulados com Pb
podem modular a resposta imune para um padrdo de resposta do tipo Thl, através da producédo de
IFN-y (IFN-gama), bem como o papel dos "receptores de reconhecimento de estruturas moleculares
padrdes” (PRRs), tais como o TLR2, TLR4 e Dectina-1 nesta producdo. Além disso, foi perguntado
se a ativacdo das células com as citocinas IL-12, IL-15 e IL-18 poderiam resultar em niveis
aumentados dessa citocina. Os PMNs foram obtidos do sangue periférico de 20 dadores saudaveis e
foram ativados ou ndo com IL-12, IL-15 ou IL-18 em diferentes concentragdes e desafiados com a
cepa (Pb18) durante 2h, 4h, 12h, 24h e 48h e avaliados para a producdo de IFN-y, por meio de
ELISA. Em outros experimentos, os PMNs foram tratados com anticorpos monoclonais anti-TLR2,
TLR4 e Dectina-1, estimulados com Pb e avaliados para a producéo de IFN-y. Descobrimos que o
Pb induz PMNs humanos para producédo de IFN-y, provavelmente por ligacdo aos receptores TLR4
e Dectina-1 expressos por estas celulas. Além disso, os niveis de IFN-y foram significativamente
aumentado, quando as células foram ativadas com cada uma das citocinas testadas, ou uma
combinacédo de duas delas, sendo a associacdo de IL-12 mais IL-15, a mais eficaz. Os resultados
apoiam a hipotese de que durante a infeccdo por Pb, PMNs humanos via producdo de IFN-y

modulam a resposta imune adaptativa para um padrdo de resposta do tipo Thl.

Palavras-chave: Paracoccidioides brasiliensis, Neutrofilos humanos, IFN-y, PRRs, resposta Thl
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2. Abstract

Rodrigues, D. R. Role of human neutrophils in directing the adaptive immune response Th1l
against Paracoccidioides brasiliensis. 2013. 76f. Thesis (Ph.D.) - Botucatu School of Medicine,

Universidade Estadual Paulista, Botucatu, 2013.

Paracoccidiodomycosis is a systemic mycosis caused by the fungus Paracoccidioides brasiliensis
(Pb), which is endemic in Latin America. The host innate immune response against the fungus has
been well characterized and several studies have clearly shown the important role played by
phagocytic cells. Our laboratory has studied the relationship between human neutrophils (PMNSs)/
Pb, focusing the effector mechanisms of these cells against the fungus. However, in last years,
studies have shown that in addition to their phagocytic and killer functions, PMNs can modulate
and instruct the immune response, since these cells have been shown to produce and release several
cytokines. Thus, we evaluated whether PMNs stimulated with Pb can modulate the immune
response to a Thl phenotype through the production of IFN-y (IFN-gamma), as well as the role of
“pattern-recognition receptors” (PRRs) such as TLR2, TLR4 and Dectin-1 in this production.
Furthermore, we asked whether activation of the cells with the cytokines IL-12, IL-15 and IL-18
could result in increased levels of this cytokine. Peripheral blood PMNs obtained from 20 healthy
donors were nonactivated or activated with IL-12, IL-15 or IL-18 in different concentrations and
challenged with strain 18 Pb (Pbl18) for 2h, 4h, 12h, 24h and 48h and evaluated for IFN-y
production, by ELISA. In other experiments, PMNs were treated with monoclonal antibodies anti-
TLR2, TLR4 and Dectin-1, challenged with Pb and evaluated for IFN-y production. We found that
Pb induces human PMNs to produce IFN-y, probably by binding to TLR4 and Dectin-1 receptors
expressed by these cells. Moreover, IFN-y levels were significantly increased when cells were
activated with each of the tested cytokines or a combination of two of them, being the association
IL-12 plus IL-15 the most effective. The results support our hypothesis that during infection by Pb,
human PMNs via the of IFN-y production modulate the adaptive immune response to a Thl

response pattern.

Keywords: Paracoccidioides brasiliensis, Human neutrophils, IFN-y, PRRs, Th1 response
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3. Introducéo

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistémica que se manifesta
endemicamente na maioria dos paises da Ameérica Latina, especialmente Brasil, Argentina,
Colémbia e Venezuela. Seu agente etioldgico, o Paracoccidiodes brasiliensis (P. brasiliensis), € um
fungo dimorfico, que se apresenta sob a forma de levedura in vivo ou quando cultivado a 37°C em
meios de cultura enriquecidos, e na forma de micélio a temperatura ambiente com variagdo de 4 a
28°C (Restrepo & Tébon, 2005).

Afeta principalmente trabalhadores rurais, que estdo constantemente em contato com a
vegetacdo e o solo. Na forma aguda da doenca, jovens de ambos os sexos sdo afetados
proporcionalmente. Porém, na forma crénica do adulto h4 predominancia de homens com nimero
reduzido de mulheres afetadas, sendo esse processo relacionado a um efeito protetor promovido
pelos horménios femininos. Estudos in vitro demonstram que estrégenos atuam inibindo a
transformacdo de micélios ou conidios em leveduras, evento que proporciona a instalacdo da
infeccdo (Restrepo et al., 1984; Salazar et al., 1988). Paralelamente, foi demonstrada a presenca de
receptores para estrogeno tanto na fase micelial como na leveduriforme do fungo (Loose et al.,
1983; Stover et al., 1986).

Acredita-se que os agentes infectantes do P. brasiliensis sejam propéagulos micelianos
presentes em agua, plantas e solo, que penetrariam no hospedeiro pelas vias aéreas, atingindo
primeiramente os pulmdes, provocando o chamado complexo primario pulmonar. Esse processo
pode evoluir para a cura ou tornar-se latente caracterizando a paracoccidioidomicose-infeccdo,
identificada pela auséncia de sinais ou sintomas clinicos, embora ocorra 0 desenvolvimento de uma
resposta imune adaptativa, que pode ser evidenciada pelo teste intradérmico com paracoccidioidina
(Oliveira et al., 2002). Ao contrario, o processo pode progredir para a paracoccidioidomicose-
doenca com conseqiiente disseminagdo para outros 6rgdos como figado, baco e adrenais pela via
linfo-hematogénica (Franco et al., 1987; 1989). As manifestacdes clinicas da micose podem ser
agrupadas em dois padrbes que definem as formas aguda e cronica da doenca. A aguda é
habitualmente grave, de evolugdo rdpida e compromete o sistema fagocitico mononuclear (baco,
figado, linfonodos e medula 6ssea). A cronica tem duracdo prolongada, instalacdo lenta e gradual e
as lesbes permanecem localizadas ou envolvem mais de um 6rgédo ou sistema (Franco et al., 1993;
Mendes, 1994).

O estabelecimento da paracoccidioidomicose-infeccdo ou paracoccidioidomicose-
doenca nas suas formas mais ou menos graves depende principalmente das complexas interacfes
parasita-hospedeiro que podem resultar em uma resposta imune mais ou menos eficaz por parte

deste ultimo. Neste contexto, muitos estudos clinicos e experimentais realizados com o objetivo de
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caracterizar a resposta imune do hospedeiro infectado mostraram uma importante participacdo tanto
da resposta imune inata como adaptativa (Benard, 2008; Calich et al., 2008a).

Os mecanismos da resposta imune inata desempenham um importante papel no combate
a fungos patogénicos. Dentre eles, destacam-se as células fagocitarias que participam como células
efetoras diretas exercendo atividade fungicida/fungistatica e como moduladoras da prépria resposta
inata assim como da resposta adaptativa que sera desenvolvida posteriormente (Nicola et al., 2008).
Dentro deste contexto, os estudos na paracoccidioidomicose tém se dedicado a avaliar
principalmente o papel dos mondcitos/macréfagos.

No caso do P. brasiliensis, cuja infeccdo atinge primeiramente os pulmdes, acredita-se
que a resposta inicial seja mediada pelos macrdfagos alveolares. Apo6s serem inalados, os conidios
do fungo sdo fagocitados por essas células e convertidos em leveduras (McEween et al., 1987). Esta
fagocitose pode ocorrer através de receptores opsdnicos e ndo opsdnicos. Assim, estudos tém
mostrado a participacdo do receptor para complemento (CR3) (Calich et al., 1979) uma vez que o
P. brasiliensis é capaz de ativar esse sistema pela via alternativa (Munk et al., 1992) ou pela via da
lectina (Toledo et al., 2010), dos receptores do tipo Toll (TLRs) (Bonfim et al., 2009; Calich et al.,
2008b) ou ainda do tipo Manose (MR) (Popi et al., 2002).

Apds o processo de fagocitose, as atividades efetoras diretas dessas células, assim como
as moduladoras, dependerdo das complexas interacfes que serdo estabelecidas com o fungo e com
as outras células presentes no infiltrado inflamatério. Nesse sentido, citocinas liberadas pelos
préprios macréfagos ou ainda por outras células como as NK, tém um papel primordial. Estudos in
vivo e in vitro mostraram que mondcitos/macrdéfagos na presenca de IFN-y, TNF-a, GM-CSF
exercem atividade fungicida e ou fungistatica contra o fungo (Brummer et al., 1988a e b, 1989;
Calvi et al., 2003a e b; Cano et al., 1992a e b; Cano et al., 1998; Carmo et al., 2006; Gonzélez et
al., 2000; Moreira et al., 2008; Moscardi-Bacchi et al., 1994; Souto et al., 2000, Bannwart et al.,
2010). Por outro lado, citocinas que levam a uma desativagdo dessa resposta tém sido relatadas,
como a IL-10, que bloqueia a ativagao por IFN-y ou TNF-a de macrofagos murinos (Moreira et al.,
2010) culminando com inibicdo da atividade fungicida dessas células.

Esses estudos reforcam a idéia de que os macrofagos através da liberagdo de citocinas
sdo importantes moduladores da resposta imune inata uma vez que de uma forma autocrina
conseguem modular as suas préprias atividades antifungicas e provavelmente as de outras células.
De fato, estudos tém mostrado que mondcitos liberam tanto citocinas pré6 como antiinflamatorias
em resposta ao fungo (Kurokawa et al., 2007). Uma modulacdo positiva ou negativa dependeréd do
balango entre a liberacdo de citocinas ativadoras como o TNF-a. e 0 GM-CSF e as desativadoras
como a IL-10. Esse processo parece estar vinculado principalmente a cepa do fungo e a sua

capacidade de induzir a liberagcdo de um ou outro tipo de citocina (Calvi et al., 2003a)



20

A liberacdo de citocinas pro e antiinflamatérias pelos mondcitos/macréfagos alem de
possibilitar que essas células influenciem a resposta inata, permitem considerar o potencial dessas
celulas como moduladoras da resposta imune adaptativa. No entanto, ndo existem estudos na
paracoccididiodomicose objetivando avaliar especificamente esse papel.

Outro mecanismo regulador importante das atividades antifangicas diretas e
moduladoras das células fagocitéarias envolve a ligacdo do fungo a determinados receptores de
reconhecimento de estruturas moleculares padrées (PRRs). Componentes estruturais altamente
conservados presentes na parede das células fungicas como B-glucanas, quitina e mananas sao
criticos para o crescimento e a sobrevivéncia dos fungos e constituem PAMPs ideais, reconhecidos
por PRRs expressos em fagdcitos e células dendriticas (DCs). Estes incluem principalmente os
receptores do tipo Toll (TLRs) e os receptores do tipo lectinas C. Considera-se que na dependéncia
do PRR que serve como ligante para as varias estruturas fungicas, vias sinalizadoras distintas
podem ser desencadeadas influenciando sobremaneira a resposta do hospedeiro infectado, que pode
ser de padréo tanto pr6 como antiinflamatério (Romani et al., 2004).

Os trabalhos citados mostram o interesse da literatura em estabelecer os papéis efetores e
moduladores das células fagociticas mononucleares murinas e humanas, desafiadas com o P.
brasiliensis. No entanto, nos sitios inflamatérios da doenca humana ( Franco et al , 1982), e de
diferentes modelos experimentais ( labuki et al., 1979, Kerr et al.,1988, Calich, 1994) , tem sido
encontrada uma infiltracdo macica de PMNs, provavelmente como resultado da liberacdo de
quimiocinas (Souto et al., 2003 ) que sugere-se, possam ser liberadas pelos macrofagos que
estabeleceram um contato inicial com o fungo (Calich et al., 1985a). Assim, da mesma forma que
0s mondcitos/macrdfagos o papel dessas células deve merecer atencéo por parte dos pesquisadores.
Uma vez infiltradas essas células sdo extremamente importantes para 0s mecanismos de defesa do
hospedeiro (Meloni-Bruneri et al. 1996) particularmente nos animais com maior suscetibilidade a
infeccéo (Pina et al., 2006; Souto et al., 2003).

Os PMNs sdo classicamente caracterizados como células de vida curta participando da
resposta imune basicamente como células efetoras diretas contra 0s microrganismos. Assim, essas
celulas apos serem recrutadas ao local da infecgdo internalizam e destroem os agentes infecciosos
pela formacgdo sequencial de fagossomos, recrutamento de lisossomos e varios tipos de granulos
para liberacdo de enzimas proteoliticas/peptideos microbicidas, e formacdo de radicais livres, para
mediar a morte de patdgenos endocitados (Segal, 2005; Nathan, 2006). Alguns estudos in vitro
avaliaram o papel efetor dessas células contra o P. brasiliensis. Os primeiros mostraram que PMNs
humanos ndo ativados apresentam atividade fungistatica (Kurita et al., 1999) e fungicida contra o P.
brasiliensis (Kurita et al., 2005). No entanto, esses efeitos antifingicos sdo significativamente

aumentados apoOs a ativacdo com citocinas (Kurita et al., 1999; Kurita et al., 2000). Trabalho
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semelhante realizado em nosso laboratério mostrou que PMNs ndo ativados ndo apresentam
atividade fungicida contra o fungo. No entanto, uma significativa atividade fungicida é obtida ap6s
a incubacdo com IFN-y, TNF-a, GMCSF ou IL-15 (Rodrigues et al., 2007, Tavian et al., 2007). Os
estudos ainda mostraram que os mecanismos efetores dos PMNs ativados contra o fungo envolvem
a participacdo do anion superdxido (O;) e do perdxido de hidrogénio (H,O,). Por outro lado,
fatores que levam a uma desativacao dessas células tém sido relatados, como a IL-10, que bloqueia
a ativacao por IFN-y ou TNF-o de PMNs humanos culminando com inibigdo da produ¢ao de H,O, e
consequentemente da atividade fungicida dessas células (Costa et al., 2007).

Nos ultimos anos, a visdo limitada dos PMNs como células efetoras terminais e com
limitada capacidade de orquestrar a resposta imune foi desafiada pela demonstracdo de que 0s
PMNs sobrevivem muito mais do que inicialmente sugerido (Galli et al., 2011; Tofts et al., 2011) e
podem ser induzidos a expressar genes que codificam importantes mediadores inflamatorios,
(Colotta et al., 1992; Cassatella, 1999; Brinkmann et al., 2004; Amulic et al., 2012; Thomas &
Schroder , 2013).

Assim, em resposta ao dano tecidual ou na presenca de agentes patogénicos, uma
variedade de células do hospedeiro tais como mondcitos, macréfagos, mastocitos, fibroblastos,
queratinécitos, células endoteliais e epiteliais, produzem e secretam potentes mediadores
inflamatdrios e quimiotaticos para PMNs. Estes mediadores incluem IL-8 (IL-8, CXCLS8), GROa
(CXCL1) proteina 2 quimiotatica de PMNs (GCP2, CXCLS6) e leucotrieno B4 (LTB4) que se ligam
a receptores especificos na superficie dos PMNs. Estes sinais quimiotaticos de PMNs os levam da
circulacdo intravascular para os sitios de lesdao ou infeccdo nos tecidos, resultando num rapido
influxo e acimulo dessas células. A producdo destes fatores quimiotaticos modula os PMNs que
coordenam a participacdo de outros tipos celulares, como mondcitos, macréfagos, DCs e linfocitos,
proporcionando assim uma importante ligacao entre a resposta imune inata e adaptativa (Kevin et
al., 2011). Silva & Correia-Neves (2012), reforcaram essa idéia relatando que PMNs, monadcitos,
macrofagos e DCs exercem suas funcbes de forma cooperativa, no sentido de induzir a defesa do
hospedeiro contra infec¢cBes microbianas. Assim, os PMNSs, células efetoras do sistema imune inato
ressurgiram como componentes reguladores do sistema imune adaptativo 0 que conduziu a um
renovado interesse em sua biologia, particularmente na sua capacidade de secretar e liberar
citocinas (Nathan, 2006; Mantovani et al., 2011).

A producéo de citocinas por PMNs € controlada por mecanismos reguladores que atuam
em diferentes niveis, incluindo transcricdo, estabilidade ou tradugdo do mRNA, bem como a
secrecdo de proteinas (Cassatella, 1999). Estas células, seja espontaneamente ou apds estimulos,
expressam e/ou produzem citocinas préinflamatérias (IL-18, IL-1la, IL-6, IL-7, IL-17, TNF),
citocinas anti-inflamatoérias (IL-4, IL-10, TGFB1, TGFB2), citocinas imunoreguladoras (IFN-y, IFN-
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o, IL-12, IL-23) e fatores estimuladores de coldnias de granuldcitos (GM-CSF, G-CSF, M-CSF, IL-
3). PMNs também secretam quimiocinas e numerosos fatores angiogénicos (HB-EGF, HGF, FGF2,
TGF-a, VEGF, prokineticin 2). A expressao e/ou producdo destes fatores tém sido comprovados
ndo so por meio de técnicas de expressdo genética, mas também por imunohistoquimica, ELISA ou
em ensaios bioldgicos, realizados com células humanas e/ou de camundongos (Cassatella, 1999;
Jaillon et al., 2013; Scapini et al., 2008).

Vaérios trabalhos tém mostrado que uma resposta adaptativa protetora contra o P.
brasiliensis depende de um padréo de resposta do tipo Thl envolvendo citocinas como IFN-y, TNF-
o e IL-12 (Arruda et al., 2002; Calich et al., 1998; Romano et al., 2002).

O IFN-y tem um papel crucial no direcionamento de uma resposta Thl. A sintese inicial
dessa citocina parece ser requerida para a geracdo de IL-12, essencial para a diferenciacdo dessas
células. Assim, a producdo de IFN-y durante a resposta imune inata garantiria um direcionamento
para esse padrdo de resposta adaptativa. As principais células envolvidas na producdo de IFN-y
durante a resposta imune inata sdo as NK. No entanto, dentro da idéia de que os PMNs podem ter
um importante papel na instrugdo da resposta imune adaptativa, alguns estudos mostram que essas
células também podem constituir fontes importantes dessa citocina (Yoshimoto et al., 1997;
Munder et al., 1998; Woerly et al., 1999; Fehniger et al., 2000; Ethuin et al., 2001; Ariel et al.,
2002).

Com base no exposto, podemos hipotetizar que, além de seu papel efetor, os PMNs
podem modular a resposta imune ao P. brasiliensis, favorecendo o estabelecimento de uma resposta
adaptativa do tipo Thl, nitidamente protetora na paracoccidioidomicose. Esse processo pode
ocorrer apoés a ligacdo do P.brasiliensis a essas células via um determinado PRR que emitiria sinais
de ativacdo para a producdo especificamente de IFN-y, e pode ser modulado por citocinas
produzidas pelos proprios PMNs, que atuariam de uma forma autdcrina, ou por outras células, como
0s macrofagos. Sugere-se que as citocinas mais importantes nesse processo séo a IL-12, IL-15 e IL-
18 ja descritas como estimuladoras da atividade de células NK (Kawakami et al., 1997; Qureshi et
al., 1999; Fehniger et al. 2000).
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4. Objetivos

A) Avaliar se PMNs humanos desafiados com o P. brasiliensis produzem IFN-y.

B) Avaliar a participacédo de receptores de reconhecimento de estruturas padrdes como TLR2, TLR4

e Dectina-1 sobre a producéo desta citocina em resposta ao fungo.

C) Avaliar o efeito das citocinas 1L-12, IL-15 e IL-18 sobre essa producao.
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5. Casuistica e Métodos

5.1. Casuistica

Foram avaliados PMNs do sangue periférico de 20 individuos saudaveis, doadores de
sangue do Hemocentro do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP. O
consentimento dos individuos para participacdo no presente trabalho foi obtido apds informacéao e

esclarecimento sobre 0s objetivos da pesquisa e assinatura do formulario de consentimento.

5.1.1. Comité de Etica em Pesquisa

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina
de Botucatu, UNESP - SP (OF. 111/2010 - CEP).

5.2. Isolamento de PMNs humanos a partir do sangue periférico

Foram coletados 20mL de sangue periférico por individuo, em tubos estéreis contendo
40U/mL de heparina (Liquemine-Roche). As células foram obtidas por meio da centrifugacdo dos
tubos em gradiente de Histopaque (Sigma-Aldrich) de densidades 1119 e 1083g/mL por 30 minutos,
460g, 25°C. O anel rico em ceélulas polimorfonucleares foi coletado e as células lavadas com meio
de cultura RPMI 1640 suplementado com 2mM de L-glutamina, 40pg/mL de gentamicina (Sigma-
Aldrich), por 10 minutos, 350g, 4°C.

5.3. Purificacdo de PMNs humanos a partir da suspenséo de celulas polimorfonucleares

Para a obtencdo de suspensdo purificada de PMNs a partir da populacdo de células
polimorfonucleares obtidas no item 5.2, utilizamos a técnica na qual anticorpos monoclonais sao
acoplados a microesferas magnéticas (“magnetic cell sorting” - MACS Miltenyi Biotec). O kit
utilizado foi 0 CD16" (MicroBeads human - Miltenyi Biotec), pois utilizamos como marcador da
populagdo de PMNs a molécula CD16. Inicialmente a suspensdo celular foi ressuspendida em
tampdo PBS pH 7.2, 0.5% BSA ¢ 2 mM EDTA obtido através da diluigao do reagente “MACS BSA
Stock solution” em “autoMACS Rinsing Solution” em um propor¢do de 1:20, seguida por
centrifugacdo por 10 minutos, 300g, 4°C. Apos, a suspensao foi incubada por 30 minutos (4 - 8°C)
em solucdo de anticorpo monoclonal anti-CD16 acoplado a esferas magnéticas seguida pela
colocacdo da suspensdo em colunas acopladas a uma plataforma magnética. Assim, as células
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CD16" ficaram retidas na coluna (selecdo positiva). Apds a remogdo da coluna do campo
magnético, as células CD16+ retidas foram eluidas e ressuspendidas em meio de cultura RPMI
1640 suplementado com 2mM de L-glutamina, 40ug/mL de gentamicina (Sigma-Aldrich) e 10% de
soro bovino fetal (LGC Systems) (Meio de Cultura de Células Completo: MCCC). A contagem de
células viaveis foi realizada através de coloracdo com azul tripan. A concentracdo foi ajustada para
2x10° PMNs/mL de MCCC e/ou para 1x10° PMNs/mL de MCCC, com posterior plaqueamento das
células em placas de microculturas de 96 orificios (100uL/orificio) ou em placas de macroculturas
de fundo chato de 24 orificios (1000uL/orificio). As células foram incubadas, em tensdo de 5% de

CO, a 37°C, com diferentes estimulos e/ou bloqueios, na dependéncia do ensaio a ser realizado.

5.4. Cultivo do Paracoccidioides brasiliensis

Foi utilizada a cepa de alta viruléncia de P. brasiliensis (Pb18) mantida em nosso
laboratdrio atraves de cultivo em meio GPY, (2% de glicose, 1% de peptona e 0,5% de extrato de
levedura & 37°C), em tubos de 20 x 20mm, com subcultivos semanais. As cepas de P. brasiliensis
foram utilizadas ap6s 5 ou 6 dias de cultivo.

5.5. Teste de viabilidade e obtencéo das suspensdes do P. brasiliensis

Células leveduriformes de P. brasiliensis foram cultivadas conforme descrito
anteriormente. Apds 5 ou 6 dias, essas células foram coletadas da superficie de cultivo com auxilio
de al¢a de platina e transferidas para tubos estéreis contendo pérolas de vidro de 4mm de diametro e
aproximadamente 10mL de meio RPMI1640 (Sigma-Aldrich), com posterior homogeneiza¢do em
agitador de tubos tipo Vortex por 30 segundos. Em seguida, as suspensdes celulares foram mantidas

durante 5 minutos a 37°C para sedimentacdo de grumos ndo desfeitos durante a agitagéo.

Apds este periodo, os sobrenadantes dessas suspensdes foram coletados, sendo utilizada
uma aliquota para contagem em camara hemocitométrica tipo Neubauer, utilizando microscopio
com contraste de fase, seguido do ajuste da concentracdo para 4x10* efou 2x10* células
leveduriformes/mL. Foram consideradas como células viaveis as que apresentaram aspecto
brilhante (refringente), uma vez que as células mortas apresentam-se com coloragdo escura. Foram

utilizadas suspensdes com viabilidade maior ou igual 90%.
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5.6. Avaliacdo da producéo de IFN-y por ELISA

A quantificacdo de IFN-y nos sobrenadantes pela técnica de ELISA foi realizada de

acordo com o protocolo do fabricante (kit DuoSet - Human IFN-y - R&D Systems).

5.7. Avaliacédo do efeito da incubacdo de PMNs humanos com as citocinas IL-12, IL-15e IL-18

sobre a producgéo de IFN-y em resposta ao desafio com P. brasiliensis

Culturas de células na concentracdo de 2x10°/mL foram desafiadas com Pbl18 na
concentracdo de 4x10* leveduras/mL (relagdo fungo/PMN 1:50) na presenca das citocinas IL-12 (5,
10, 20, 50 e 100ng/mL), IL-15 (5, 10, 20, 50 e 100ng/mL) e IL-18 (5, 10, 20, 50 e 100ng/mL),
isoladamente ou em conjunto, por periodos de 2, 4, 12, 24 e 48 horas seguido de coleta dos
sobrenadantes para avaliacdo da producédo de IFN-y por ELISA.

5.8. Avaliacdo da efetividade dos bloqueios dos receptores TLR2, TLR4 e Dectina-1 por

citometria de fluxo.

Culturas de PMNs obtidas de acordo com os items 5.2 e 5.3. foram incubadas com
anticorpos monoclonais (exceto aos pocos destinados ao controle positivo), anti-TLR2 (Biolegend)
conjugado com FITC (Fluorescein), anti-TLR4 (Biolegend) conjugado com PE (Phycoerythrin) e
anti-Dectina-1 (R&D Systems) conjugado com PerCP ( Peridinin Chlorophyll Protein Complex) em
variadas concentracdes (2, 3 e 3,5ug/10° células para anti-TLR2; 2, 3, 4ug/10° células para anti-
TLR4 e 3, 4 e 4,5ug/10° células para anti-Dectina-1). Ap6s a adi¢do dos anticorpos monoclonais, as
culturas foram mantidas por 2h em tenséo de 5% CO, a 37°C sendo em seguida transferidas para
tubos de citometria (Falcon, BD - Becton-Dickinson USA) e centrifugadas por 10 minutos a
1500rpm. Ap6s centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado cuidadosamente e aos tubos foram
adicionados 20uL dos respectivos anticorpos conjugados com os fluorocromos descritos acima,
(inclusive nos tubos de controle positivo) por 30 minutos e completados com 1mL de ISOTON. Na
sequéncia, os tubos foram novamente centrifugados, o sobrenadante descartado e as células fixadas
com 50uL de solucdo de fixacdo contendo 5% de formaldeido (BD - Becton-Dickinson USA) e
analisadas quanto a expressao de TLR2, TLR4 e Dectina-1, por citometria de fluxo. Para cada teste
foi feito um tubo de controle isotipo marcados com os respectivos fluorocromos dos testes. As
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analises foram feitas em citdmetro de fluxo modelo FACSCalibur™ (BD - Becton Dickinson USA),
usando programa CellQuest (BD - Becton Dickinson USA) para adquirir e analisar multiparametros

celulares.

5.9. Efetividade dos bloqueios dos receptores TLR2, TLR4 e Dectina-1 por citometria de

fluxo.

Culturas de PMNs na concentracdo de 1x10°%/mL obtidas de acordo com o item 5.2 e 5.3
foram incubadas com anticorpos monoclonais anti-TLR2 (3,5ug/10° de células), anti-TLR4
(4ug/10° de células) e anti-Dectina-1(3ug/10° de células) concentraces essas que tiveram maior
indice de bloqueio verificado através do ensaio descrito em 5.8. Foi adotado um esquema que
permitisse que a cada avaliacdo, dois receptores ficassem bloqueados e somente o receptor a ser
avaliado ficasse desbloqueado. Apo6s os bloqueios, as culturas foram tratadas ou ndo com Pb18
(relagdo fungo/PMN 1:50), por periodos de 24 e 48 horas a 37°C, em atmosfera constante de 5% de
CO,, seguido de coleta dos sobrenadantes para avaliagdo da producdo de IFN-y por ELISA.

5.10. Avaliacdo da expressdo intracitoplasmatica de IFN-y por PMNs humanos em resposta ao

P. brasiliensis por citometria de fluxo

Culturas de PMNs (1x10%/mL) foram incubadas com as citocinas 1L-12 (10 e 20ng/mL)
ou IL-15 (50 e 100ng/mL) ou IL-18 (50 e 100ng/mL) formando as seguintes combinacdes: A) (IL-
12 + IL-15), B) (IL-12 + 1L-18) e C) (IL-15 + IL-18) desafiadas ou ndo com Pbl8 (relacdo
fungo/PMN 1:50) mantidas por 24h em tenséo de 5% CO; a 37°C. Seis horas antes do término de
cultivo, as culturas foram tratadas com Brefeldin A (1uL da solugdo 1000x concentrada em 999uL
de RPMI) para impedir a libera¢do das citocinas do citoplasma celular. Ap6s o periodo final de
cultura, os sobrenadantes foram retirados, as culturas coletadas e transferidas para os tubos de
citometria (Falcon, BD - Becton-Dickinson USA) que foram centrifugados por 10 minutos a
1500rpm. Em seguida, foi retirado cuidadosamente o sobrenadante e adicionado 100uL de solucédo A
de permeabilizacdo do kit Fix & Perm (ADG Bio Research), incubadas a temperatura ambiente por 15
minutos no escuro, centrifugadas, retirados cuidadosamente 0s sobrenadantes e adicionado 100uL de
solucdo B de permeabilizacdo do kit Fix & Perm (ADG Bio Research) na presenca de anticorpo anti-
IFN-y humano conjugado com PE (Phycoerythrin) (Biolegend) por 15 minutos no escuro. As células

também foram incubadas com anticorpo monoclonal controle isotipo marcado com o respectivo
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fluorocromo. A seguir, as células foram lavadas com isoton e na sequéncia os tubos foram novamente
centrifugados, o sobrenadante descartado e as células marcadas fixadas com 50uL de solucdo de
fixacdo contendo 5% de formaldeido (BD - Becton-Dickinson USA) e analisadas quanto a
expressao intracitoplasmatica de IFN-y por citometria de fluxo. Para cada teste foi feito um tubo de
controle isotipo marcados com os respectivos fluorocromos dos testes. As analises foram feitas em
citbmetro de fluxo modelo FACSCalibur™ (BD - Becton Dickinson USA), usando programa

CellQuest (BD - Becton Dickinson USA) para adquirir e analisar multiparametros celulares.

5.11. Anélise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada com o auxilio do GraPhpad Prism Version 5.01 para
Windows, GraphPad Software, Inc., (San Diego, California - USA). Diferencas significativas entre
os diversos grupos foram determinadas pelo teste de Andlise de Varidncia para amostras
dependentes, e as médias comparadas pelo teste de Correlagdes Multiplas de Tukey-Kramer,
assumindo como verdadeira cada hiptese em que a probabilidade de erro fosse menor que 5% (p <
0,05).
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6. Resultados

6.1. Avaliagdo da producdo de IFN-y por PMNs humanos desafiados com a cepa Pbl18 de P.

brasiliensis

Os ensaios de imunofenotipagem, por citometria de fluxo, mostraram que a populagéo
celular isolada ¢é altamente purificada de PMNs, uma vez que ndo apresentaram marcadores tipicos
de linfocitos e células NK (CD56) e linfécitos (CD3) (Figura 1). Esse resultado € extremamente
importante uma vez que, essas populacdes celulares sdo potencialmente produtoras de IFN-y. A
partir desse resultado, a producdo da citocina pode realmente ser atribuida aos PMNs.

Iniciamos os experimentos avaliando se PMNs humanos néo ativados produzem IFN-y
em resposta ao desafio com Pb18 (relacdo fungo/PMN 1:50). A figura 2 mostra que houve uma
producdo baixa da citocina, nos periodos de 2, 4 e 12 horas. No entanto, um aumento dos niveis foi

detectado apds 24 e 48 horas de incubacdo, com diferencas significativas no periodo de 24h.
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Figura 1. “Dot-plot” e histogramas representativos da imunofenotipagem de PMNSs isolados por sele¢édo
magnética positiva em relacéo & positividade para a molécula CD16. Células (1x10%/mL) foram incubadas
com anticorpos monoclonais anti CD11b, CD56 e CD3 humanos conjugados com PECY5, FITC e APC,
respectivamente, e avaliados por citometria de fluxo. Apds a aquisicdo foi gerado um gréfico de “dot-plot”
(A) no qual pela andlise da distribuicdo das células por tamanho (FSC) e complexidade citoplasmética (SSC)
foi delimitada a regido de andlise (R1). Histogramas na cor verde correspondem aos resultados dos isotipos
controles e 0s roxos aos dos anticorpos monoclonais especificos. B, C e D mostram a intensidade de

fluorescéncia em relacdo a expressdo das moléculas CD11b, CD56 e CD3, respectivamente.
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@l PMNs + Pbl8

al
S

IN
e

W
<

N
o
1

IFN-y (pg/mL)

=
o
1

o
1

2h 4h 12h  24h  48h

Figura 2. Producdo de IFN-y por PMNs humanos em resposta ao P. brasiliensis. Células
(2x10%mL) nio ativadas e desafiadas com a cepa Pb18 de P. brasiliensis (4x10* Pb18/mL:
relacdo fungo/PMN 1:50) por 2, 4, 12, 24 e 48 horas foram avaliadas quanto a produgédo de
IFN-y pela técnica de ELISA. Os resultados sdo expressos em média + desvio Padrdo (n = 4

individuos). * p< 0.05 x 2, 4 e 12h.
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6.2. Participacdo dos receptores TLR2, TLR4 e Dectina-1 na producédo de IFN-y por PMNs

humanos

Apdbs observarmos que o P. brasiliensis induz a producdo de IFN-y por PMNs humanos
objetivamos avaliar a participacdo dos receptores TLR2, TLR4 e Dectina-1 nessa producdo. Para
isso, utilizamos ensaios de bloqueio desses receptores com anticorpos monoclonais. Inicialmente,
estabelecemos quais concentragdes dos anticorpos monoclonais anti-TLR2, anti-TLR4 e anti-
Dectina-1 seriam mais efetivas nos bloqueios dos respectivos receptores. Testamos as
concentragdes de (2, 3 e 3,5ug/10° células de anti-TLR2; 2, 3, 4ug/10° células de anti-TLR4 e 3,4 e
4,5ug/10° células de anti-Dectina-1). As figuras 3 a 5 mostram histogramas representativos dos
resultados obtidos com as concentragdes que determinaram os melhores indices de bloqueio, que
foram 3,5ug/10° células para anti-TLR2 (73,12% de bloqueio), 4ug/10° células para anti-TLR4
(70,96%) e 3ug/10° para anti-Dectina-1 (50%). Uma vez observado o blogqueio dos trés receptores,
passamos aos ensaios propriamente ditos, referentes ao envolvimento destes receptores. Os
resultados referentes a participagdo dos trés receptores na producdo de IFN-y por PMNs humanos
desafiados com a cepa Pb18 (relacdo fungo/PMN 1:50) por 24 e 48 horas podem ser observados na
Figura 6. Nestes ensaios, o protocolo foi estabelecido de forma que a cada bloqueio somente um dos
receptores ficasse disponivel e assim avaliado individualmente. Nos ensaios de 24 horas, 0 bloqueio
de Dectina-1 e TLR4 resultaram em uma diminuigdo significativa da producéo de IFN-y sugerindo
a participacdo de pelo menos um desses receptores. Nos ensaios em que TLR4 ficou disponivel a
producdo da citocina foi semelhante a detectada quando nenhum dos receptores foi blogueado.
Resultados semelhantes foram obtidos quando houve disponibilidade somente do Dectina-1. O
mesmo perfil de resposta foi detectado no periodo de 48h, no entanto, niveis maiores da citocina
foram liberados neste periodo em relacdo aos detectados em 24 horas. Em conjunto, os resultados
mostram a participacdo tanto de TLR4 como de Dectina-1 na produgdo de IFN-y por PMNs

humanos em resposta ao P. brasiliensis.
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Figura 3. “Dot-plot” e histogramas representativos da avaliacdo da expresséo e bloqueio de TLR2
com anticorpo monoclonal em cultura de PMNs humanos (1x10%mL). Ap6s a aquisicdo foi
gerado um gréfico de “dot-plot” (A) no qual pela analise da distribuicdo das células por tamanho
(FSC) e complexidade citoplasmatica (SSC) foi delimitada a regido de analise (R1). (B)
representa histograma de intensidade de fluorescéncia em fungdo do “confronto” entre controle
isotipo (verde) e controle positivo (roxo) e (C) representa histograma de intensidade de
fluorescéncia em fungéo do “confronto” entre controle isotipo (verde) e indice de blogqueio (roxo).
Abaixo do histograma C estd a porcentagem de bloqueio alcancada com o0s anticorpos

monoclonais. Representativo de n = 4 individuos.
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Figura 4. “Dot-plot” e histogramas representativos da avaliacdo da expressao e bloqueio de TLR4
com anticorpo monoclonal em cultura de PMNs humanos (1x10%mL). Ap6s a aquisicdo foi
gerado um gréfico de “dot-plot” (A) no qual pela analise da distribuicdo das células por tamanho
(FSC) e complexidade citoplasmética (SSC) foi delimitada a regido de analise (R1). (B)
representa histograma de intensidade de fluorescéncia em fun¢do do “confronto” entre controle
isotipo (verde) e controle positivo (roxo) e (C) representa histograma de intensidade de
fluorescéncia em fungdo do “confronto” entre controle isotipo (verde) e indice de bloqueio (roxo).
Abaixo do histograma C estd a porcentagem de bloqueio alcancada com o0s anticorpos

monoclonais. Representativo de n = 4 individuos.
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Figura 5. “Dot-plot” e histogramas representativos Avaliacdo da expressdo e bloqueio de
Dectina-1 com anticorpo monoclonal em cultura de PMNs humanos (1x10%mL). Apés a
aquisicdo foi gerado um gréafico de “dot-plot” (A) no qual pela analise da distribuicdo das células
por tamanho (FSC) e complexidade citoplasmatica (SSC) foi delimitada a regido de analise (R1).
(B) representa histograma de intensidade de fluorescéncia em funcdo do “confronto” entre
controle isotipo (verde) e controle positivo (roxo) e (C) representa histograma de intensidade de
fluorescéncia em fungdo do “confronto” entre controle isotipo (verde) e indice de bloqueio (roxo).
Abaixo do histograma (C) esta a porcentagem de bloqueio alcangada com o0s anticorpos

monoclonais. Representativo de n = 4 individuos.
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Figura 6. Participacdo dos receptores TLR2, TLR4 e Dectina-1 na producéo de IFN-y por
PMNs humanos em resposta ao P. brasiliensis. Células (1x10%mL) foram tratadas com
anticorpos monoclonais anti-TLR2 e ou anti-TLR4 e ou anti-dectina-1 desafiadas ou néo
com Pb18 (2x10* Pb18/mL: relacdo fungo/PMN 1:50) (PMNs + Pb18 = controle) por 24 e
48 horas e avaliadas quanto & produgdo de IFN-y pela técnica de ELISA. Os resultados sdo
expressos em media + desvio Padrdo (n = 7 individuos). * p< 0.001; # p< 0.05 x PMNs +

Pb18.
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6.3. Avaliacdo da producéo de IFN-y por PMNs humanos ativados com I1L-12, IL-15¢e IL-18

Uma vez determinado que PMNs humanos néo ativados produzem IFN-y em resposta ao
fungo, nosso passo seguinte foi avaliar se as citocinas I1L-12, IL-15 e IL-18 tém capacidade de
modular a producdo de IFN-y. No entanto, antes de realizarmos os experimentos de ativacao e
desafio com o fungo, tivemos necessidade de avaliar quais as melhores doses das 3 citocinas que
modulariam essa producdo nos diferentes periodos.

A figura 7 mostra os resultados referentes a ativacdo com IL-12. Podemos observar que
PMNs incubados somente com MCCC (controle) produziram niveis muito baixos de IFN-y. Apoés a
incubacdo com as diferentes doses de I1L-12, houve um aumento nos niveis, que atingiram valores
estatisticamente diferentes em relagdo as celulas controles nas doses de 20 e principalmente
10ng/mL. Os valores maximos de producdo foram obtidos com 10ng/mL e detectados nos periodos
de 24 e 48 horas, estabelecendo uma clara relacdo dose/efeito da IL-12. Um perfil semelhante de
resposta foi observado com a IL-15 (Figura 8), com a qual houve um pequeno aumento nos niveis
de IFN-y nos periodos de 2, 4 e 12 horas. No entanto, aumento estatisticamente significativo foi
detectado com as doses de 50 e 100ng/mL, nos periodos de 24 e 48 horas. Em relacdo a IL-18
(Figura 9), também detectamos um perfil de dose resposta, com as doses de 50 e 100ng/mL
induzindo a producdo de maiores niveis de IFN-y que foram significativos também nos periodos de
24 e 48 horas. Apesar de termos detectado uma clara modulagdo da producéo de IFN-y pelas trés

citocinas testadas, 0s niveis dessa citocina foram relativamente baixos em todos os ensaios.
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Figura 7.
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Figura 7. Efeito da IL-12 sobre a producdo de IFN-y por PMNs humanos. Células
(2x10°/mL) foram tratadas somente com MCCC (PMNs = controle) ou IL-12 (5, 10, 20, 50
e 100ng/mL) por 2, 4, 12, 24 e 48 horas e avaliadas quanto a producdo de IFN-y pela
técnica de ELISA. Os resultados sdo expressos em média + desvio Padrdo (n = 4

individuos). * p< 0.001; # p< 0.05 x respectivo controle.
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Figura 8. Efeito da IL-15 sobre a produgdo de IFN-y por PMNs humanos. Células
(2x10°/mL) foram tratadas somente com MCCC (PMNs = controle) ou IL-15 (5, 10, 20, 50
e 100ng/mL) por 2, 4, 12, 24 e 48 horas e avaliadas quanto a producdo de IFN-y pela

técnica de ELISA. Os resultados sdo expressos em média + desvio Padrdo (n = 4

24h 48h

individuos). * p< 0.0001; # p< 0.05 x respectivo controle.
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Figura 9.
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Figura 9. Efeito da IL-18 sobre a produgdo de IFN-y por PMNs humanos. Células
(2x10°/mL) foram tratadas somente com MCCC (PMNs = controle) ou IL-18 (5, 10, 20, 50
e 100ng/mL) por 2, 4, 12, 24 e 48 horas e avaliadas quanto & producdo de IFN-y pela
técnica de ELISA. Os resultados sdo expressos em média + desvio Padrdo (n = 4

individuos). * p< 0.001; # p< 0.05 x respectivo controle.
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6.4. Avaliacdo da producdo de IFN-y por PMNs humanos ativados com I1L-12, IL-15¢e IL-18 ¢
desafiados com a cepa Pb18 de P. brasiliensis

Ap0s os resultados de padronizacdo mostrados anteriormente, verificamos se culturas de
PMNs tratadas com IL-12 (10 e 20ng/mL) ou IL-15 (50 e 100ng/mL) ou IL-18 (50 e 100ng/mL) e
desafiadas com a Pb18 (relagdo fungo/PMN 1:50) durante 24 e 48 horas apresentam aumento na
producdo de IFN-y. As células desafiadas com a Pbl18 liberaram quantidades significativas da
citocina que aumentam significativamente quando as células sdo ativadas com IL-12 na
concentracdo de 10ng/mL no periodo de 24h e na de 20ng/mL no periodo de 48h. Com relagdo a
IL-15, detectamos um pequeno aumento na producdo da citocina com a utilizacdo das duas
concentracdes e nos dois periodos, ndo havendo diferencas estatisticamente significativas. Com
relacdo a IL-18, um aumento significativo foi detectado com a concentracdo de 100ng/mL no
periodo de 24h.
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Figura 10.
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Figura 10. Efeito da IL-12, IL-15 e IL-18 sobre a producdo de IFN-y por PMNs humanos em
resposta ao P. brasiliensis. Células (2x10%mL) ndo ativadas e desafiadas com a cepa Pb18 de P.
brasiliensis (4x10* Pb18/mL: relagdo fungo/PMN 1:50) (PMNs + Pb18 = controle ) ou ativadas
com IL-12 (10 e 20ng/mL) ou IL-15 (50 e 100ng/mL) ou IL-18 (50 e 100ng/mL) e desafiadas
com Pb18 (4x10* Pb18/mL: relagdo fungo/PMN 1:50) por 24 e 48 horas foram avaliadas quanto a
producdo de IFN-y pela técnica de ELISA. Os resultados sdo expressos em média + desvio Padrao
(n =4 individuos). * p< 0.05 x PMNSs + Pb18 no respectivo periodo; # p< 0,05 x PMNs + Pb18 no

respectivo periodo.
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6.5. Avaliacdo da producdo de IFN-y por PMNs humanos tratados com combinacfes da

citocinas I1L-12, IL-15 e IL-18 e desafiados com a cepa Pb18 de P. brasiliensis

Ap0s deteccdo de que a ativacdo das células com cada uma das citocinas isoladamente
resulta em aumento da producdo de IFN-y, avaliamos se a ativagdo das células com duas das
citocinas simultaneamente resultava em um efeito sinérgico sobre essa producéo. As Figuras 11 (A,
B e C) mostram os resultados referentes a producdo de IFN-y por culturas de PMNSs tratadas com:
A) IL-12 + IL-15 ou B) IL-12 + IL-18 ou C) IL-15 + IL-18 desafiadas com Pb18 (relacédo
fungo/PMN 1:50), respectivamente. As células incubadas com IL-12 e IL-15 simultaneamente
apresentaram um aumento significativo na producéo de IFN-y, assim como as incubadas com IL-12
+ IL-18 ou IL-15 + IL-18, mas niveis significativamente maiores em relacdo aos demais conjuntos
de citocinas foi detectado com a incubacao das células com IL-12 (10ng/mL) + IL-15 (100ng/mL)
com uma producdo de aproximadamente 722 pg/2x10° células. Em conjunto, os resultados mostram
que a incubacdo das células com cada uma das citocinas em concentracbes e periodos ideais
resultam em um aumento significativo da producdo de IFN-y sendo que os melhores resultados
foram obtidos com IL-12 e IL-18. No entanto, a incubacdo simultdnea com duas das citocinas
resulta em um aumento significativo dos niveis da citocina em relacdo aos detectados com cada
uma delas isoladamente. A maior producéo foi detectada ap6s a incubacgdo simultanea com IL-12 e
IL-15.
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Figura 11(A).
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Figuras 11 (A, B e C). Efeito dos conjuntos de duas citocinas sobre a produgdo de IFN-y por PMNs

humanos em resposta ao P. brasiliensis. Células (2x10°/mL) ndo ativados e desafiados com a cepa
Pb18 de P. brasiliensis (4x10* Pb18/mL: relacdo fungo/PMN 1:50) (PMNs + Pb18 = controle ) ou
ativados com IL-12 (10 e 20ng/mL) + IL-15 (50 e 100ng/mL) Figura (11A) ou IL-12 (10 e 20ng/mL)
+ IL-18 (50 e 100ng/mL) Figura (11B) ou IL-15 (50 e 100ng/mL) + IL-18 (50 e 100ng/mL) Figura
(11C) e desafiados com a cepa Pb18 de P. brasiliensis (4x10* Pb18/mL: relagdo fungo/PMN 1:50) por

24 e 48 horas e foram avaliadas pela técnica de ELISA. Os resultados sdo expressos em média +

desvio Padrdo (n =4 individuos). * p< 0.05 x PMNs + Pb18 no respectivo periodo.
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6.6. Expressao intracitoplasmatica de IFN-y por PMNs humanos tratados com IL-12, IL-15 e

IL-18 e desafiados com a cepa Pb18 de P. brasiliensis e avaliados por citometria de fluxo

Como a producédo de IFN-y pelos PMNs ainda pode ser considerado como controverso na
literatura, e ainda que tenhamos trabalhado com células com mais de 90% de pureza, decidimos
pela confirmacdo da capacidade dessas células produzirem essa citocina usando metodologia
complementar ao ELISA. Escolhemos a expressdo intracitoplasmatica da citocina, pela técnica de
citometria de fluxo. Para essa avaliacdo, as celulas foram ativadas com as combinacGes das trés
citocinas que induziram os melhores resultados no ELISA: IL-12 + IL-15 ou IL-12 + IL-18 ou IL-
15 + IL-18 desafiadas ou ndo com Pb18 (relacdo fungo/PMN 1:50 ) por 24h. Nas figuras 12 e 13
sdo mostrados os resultados em porcentagem de células que expressam a citocina e os resultados da
média de intensidade de fluorescéncia, respectivamente. Na figura 14 sdo mostrados 0s histogramas
representativos desse ensaio. Observamos uma maior porcentagem de células expressando IFN-y
tanto nas combinacdes de IL-12 + IL-15 ou IL-12 + IL-18 ou IL-15 + IL-18. Chama a atencdo, no
entanto, que a incubacdo com IL-12 e IL-15 resulta em porcentagens maiores em relacdo as duas
outras combinacdes. Esses resultados sdo confirmados pelos de avaliacdo da intensidade de
fluorescéncia (Figuras 12 e 13), nos quais 0os melhores resultados foram obtidos também com IL-12
+ IL-15. Estes resultados concordam com os obtidos nos ensaios de ELISA com os quais houve um
aumento significativo da producéo de IFN-y apds incubagdo das culturas de PMNs humanos com as

combinagdes de duas citocinas, principalmente IL-12 e IL-15.
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Figura 12.
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Figura 12. Porcentagem de PMNs humanos que expressam IFN-y. Células (1x10%mL) foram somente
desafiadas com Pb18 (2x10* Pb18/mL: relagdo fungo/PMN 1:50) (PMNs + Pb18 = controle ) ou tratadas
com IL-12 (10ng/mL) + IL-15 (50ng/mL) ou IL-12 (10ng/mL) + IL-18 (100ng/mL) ou IL-15 (50ng/mL) +
IL-18 (100ng/mL) e desafiadas com Pb18 por 24h e avaliadas quanto a expressao intracitoplasmatica de
IFN-y por citometria de fluxo. Os resultados sdo expressos em média + desvio Padrédo (n = 4 individuos).

*p< 0,001 x PMNSs + Pb18; # p< 0,05 x PMNs + Pb18.
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Figura 13.
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Figura 13. Média de intensidade de fluorescéncia de PMNs humanos que expressam IFN-y. Células
(1x10°/mL) foram somente desafiadas com Pb18 (2x10* Pb18/mL: relagdo fungo/PMN 1:50) (PMNs
+ Pb18 = controle ) ou tratadas com IL-12 (10ng/mL) + I1L-15 (50ng/mL) ou IL-12 (10ng/mL) + IL-
18 (100ng/mL) ou IL-15 (50ng/mL) + 1L-18 (100ng/mL) e desafiadas com Pb18 por 24h e avaliadas
quanto a expressao intracitoplasmatica de IFN-y por citometria de fluxo. Os resultados sao expressos
em meédia + desvio Padrdo (n = 4 individuos). * p< 0,001 x PMNs + Pb18; # p< 0,05 x PMNs +
Pb18.



Figura 14.

Figura 14. “Dot-plot” e histogramas representativos da expressdo intracitoplasmatica de IFN-y por PMNs. Apoés a
aquisicdo foi gerado um grafico de “dot-plot” (A) no qual pela analise da distribuicdo das células por tamanho (FSC) e
complexidade citoplasmatica (SSC) foi delimitada a regido de andlise (R1). (B) representa histograma de intensidade de
fluorescéncia em fungdo do “confronto” entre controle isotipo (verde) e indice de expressao da amostra controle (PMNs +
Pb18) (roxo), (C) representa histograma de intensidade de fluorescéncia em fung¢@o do “confronto” entre controle isotipo
(verde) e indice de expressdo da amostra (PMNs + IL-12 + IL-15 + Pb18) (roxo), (D) representa histograma de intensidade
de fluorescéncia em fungdo do “confronto” entre controle isotipo (verde) e indice de expressdo da amostra (PMNs + IL-12
+ IL-18 + Pb18) (roxo) e (E) representa histograma de intensidade de fluorescéncia em fungdo do “confronto” entre

controle isotipo (verde) e indice de expressdo da amostra (PMNs + IL-15 + IL-18 + Pb18) (roxo). Representativo de n = 4

individuos.
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7. Discussao

O sistema imunoldgico dos vertebrados superiores é formado por dois componentes
principais, a resposta inata e a adaptativa, que séo ativadas em conjunto com o objetivo de destruir
agentes patogénicos intra e extracelulares. Um nimero crescente de pesquisas nos Ultimos anos tem
se voltado para um melhor entendimento do desenvolvimento da resposta imune inata,
particularmente no que se refere ao reconhecimento de patégenos, incluindo os fungos patogénicos,
pelas principais células envolvidas nessa resposta, 0s macrofagos, mondécitos e PMNs, através dos
PRRs. Os estudos tém claramente mostrado que os mecanismos envolvidos nesse reconhecimento
direcionardo o destino da relagdo fagdcitos/microrganismos, no sentido de determinar se estes serdo
destruidos por essas células ou escapardo dos seus mecanismos efetores, se a resposta a ser
modulada terd um padréo pro6 ou antiinflamatorio e, ainda, como essa resposta ird instruir a resposta
imune adaptativa. Assim, o melhor conhecimento desse processo para os diferentes microrganismos
permitird que futuras estratégias de modulacdo dessas células sejam adotadas em favor do
hospedeiro infectado (Tarakhovsky & Kroemer, 2012).

Na relacdo das células fagocitarias com o fungo P. brasiliensis esse conhecimento é ainda
bastante escasso, particularmente no que se refere aos PMNs e 0s mecanismos de modulacédo
exercidos por essas células através da liberacdo de citocinas. Estudos em PMNs se tornaram
importantes a medida que essas células durante muito tempo foram vistas como efetoras finais
dentro de uma resposta inflamatéria aguda com um papel primario de destruir patégenos
extracelulares. No entanto, nos ultimos anos, estudos mostrando a capacidade dos PMNSs
produzirem uma série de moléculas efetoras como as citocinas e outras, tém mostrado um papel
mais dindmico e modulador dessas células sobre a resposta imune inata e adaptativa (Mantovani et
al., 2011, Tarakhovsky et al, 2012). Citocinas e quimiocinas liberadas pelos PMNs contribuem
significativamente para o recrutamento de leucocitos para os sitios inflamatérios e modulam os
processos inflamatorios e a resposta imune (Cassatella., 1999; Nathan et al., 2006).

Os objetivos desse trabalho foram avaliar se PMNs humanos desafiados com o P.
brasiliensis produzem IFN-y. Adicionalmente, a participacdo de receptores de reconhecimento de
estruturas padrées como o TLR2, TLR4 e Dectina-1 e das citocinas 1L-12, IL-15 e IL-18 sobre essa
producdo foi avaliada. A escolha do IFN-y deu-se principalmente em funcdo de responder se 0s
PMNs podem instruir uma resposta imune adaptativa em resposta ao fungo. Varios trabalhos
mostram gque uma resposta adaptativa protetora contra o P. brasiliensis depende de um padréo de
resposta Th1 envolvendo como principais citocinas o IFN-y, TNF-a e IL-12 (Arruda et al., 2002;

Calich et al., 1998; Romano et al., 2002). Assim a producdo de IFN-y durante a resposta imune
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inata garantiria um direcionamento para esse tipo de resposta, tendo o neutréfilo como uma
importante fonte dessa citocina.

Detectamos inicialmente, que PMNs humanos ndo ativados tem capacidade de produzir
IFN-y em resposta ao desafio com a Pbl8, mesmo que em baixas concentragdes. Um ponto
importante da discussdo é relativo a pureza da nossa cultura, uma vez que outras células como as
celulas NK e linfécitos podem ser responsaveis pela producdo de IFN-y. Nesse sentido,
primeiramente foi obtido um halo rico em células polimorfonucleares usando Histopaque de dois
gradientes de densidade, em seguida a suspensdo de PMNs foi purificada utilizando a metodologia
de separacdo celular por anticorpos monoclonais anti-CD16, molécula presente na superficie destas
celulas, acoplados a microesferas magnéticas. Adicionalmente, nossos ensaios de citometria de
fluxo confirmaram que a suspensdo de PMNSs n&o apresentam marcadores tipicos das células NK e
linfécitos, assegurando que o IFN-y produzido provém de PMNs.

A partir da constatacdo de que os PMNs eram capazes de produzir a citocina, investigamos
quais PRRs estdo envolvidos nesse processo. Escolhemos os receptores TLR2, TLR4 e Dectina-1
por estarem entre os principais envolvidos no reconhecimento fungico. Considera-se que na
dependéncia do receptor que serve como ligante para as varias estruturas flangicas, vias
sinalizadoras distintas podem ser desencadeadas, influenciando a resposta do hospedeiro infectado,
para um padrdo pré ou antiinflamatério (Romani, 2004). Os resultados mostraram que TLR4 e
Dectina-1 foram os receptores que se mostraram mais envolvidos na producdo de IFN-y, uma vez
que o bloqueio de TLR4 e Dectina-1 resultou em uma diminuicdo significativa dessa citocina. Ao
contréario, quando o TLR2 ficou bloqueado houve um aumento significativo da producdo da
citocina, sugerindo que o TLR2 possa estar envolvido na inibi¢cdo da producdo da citocina. Nao
existem trabalhos na literatura mostrando quais PRRs estdo envolvidos na producdo de IFN-y por
PMNs humanos e particularmente em resposta aos fungos patogénicos.

Assim, a nossa discusséo sobre o papel desses receptores levara em consideracdo os dados
obtidos utilizando outros protocolos experimentais in vivo e/ou in vitro em estudos na
paracoccidioidomicose e outras infeccbes fungicas. Se considerarmos 0s nossos resultados
isoladamente podemos sugerir que a ligagdo do P. brasiliensis tanto ao TLR4 como ao Dectina-1
resulta em mecanismos de prote¢do na paracoccidioidomicose e que o TLR2 poderia eventualmente
estar envolvido em patogenicidade. No entanto, essa idéia deve ser analisada em fungdo dos
trabalhos existentes na literatura que mostram a complexidade dessa relacdo patdégeno/PRR nas
infeccBes fungicas, incluindo a paracoccidioidomicose. Calich et al. (2008b), usando camundongos
TLR4 deficientes e “knockout” para TLR2 mostraram que tanto o TLR2 como o TLR4 estdo
envolvidos no reconhecimento do fungo. Esse reconhecimento resulta em um aumento da

capacidade fagocitica com infeccdo de macrdéfagos e secregdo de NO. No entanto, esse processo
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parece nao levar a uma eficiente atividade macrofagica e diminuicdo significativa da carga fangica,
pois tanto animais normais quanto os deficientes apresentaram a mesma taxa de sobrevida a
infecgdo. Animais “knockout” para a molécula MyD88 apresentaram uma taxa de sobrevida
significativamente menor quando comparada a dos animais normais ndo nocauteados. Em conjunto,
0s resultados mostram uma importancia das moléculas MyD88 no processo de ativacdo das células
fagociticas, que culmina com maior destruicdo flngica e consequentemente maior resisténcia a
infeccdo e que, ao contrario, 0 TLR4 e TLR2 parecem estar envolvidos nos mecanismos de
viruléncia do fungo. Nesse sentido, Ferreira et al. (2007) relatam que em animais suscetiveis
infectados com P. brasiliensis, DCs pulmonares mostraram um aumento do gene de expressao para
TLR2, associado a uma maior producdo de IL-10, fato que contribuiu para uma maior
suscetibilidade a infec¢do. E ainda, em relacdo as moléculas MyD88, resultados diferentes foram
detectados por Gonzélez et al. (2008), uma vez que camundongos MyD88 apresentaram a mesma
carga fungica, assim como producdo similar de citocinas proinflamatdrias, levando a conclusdo de
que essa molécula ndo é essencial para o envio dos sinais celulares que culminam em, maior
destruicdo fungica e protecdo contra a infeccéo.

Netea et al. (2002), demonstraram que o efeito da sinalizacdo via TLR2 durante a infec¢do
por C. albicans esta associada com o aumento da producéo de IL-10 e o desenvolvimento de células
T regulatorias CD4" CD25", resultando em uma resposta imune celular deficiente e menor
capacidade de eliminacdo do fungo. Em outros estudos, Loures et al. (2009) mostraram que 0 TLR2
desempenha um papel protetor durante a infeccdo pulmonar com o P. brasiliensis, uma vez que esse
receptor controla negativamente a resposta inflamatdria exacerbada mediada por Thl7, altamente
deletéria ao tecido pulmonar. Da mesma forma, mecanismos sinalizadores iniciados por TLR4
também levam a infeccdo pulmonar grave associada com resposta pro/inflamatdria induzida por
Th17 e associada a diminuigdo de células Treguladoras (Loures et al., 2010).

Em relacdo ao envolvimento desses receptores na ativacao de células humanas, Bonfim
et al. (2009) avaliaram a expressdo de TLR2 e TLR4 em mondcitos e PMNs de individuos
saudaveis apos estimulacdo de células leveduriformes de P. brasiliensis, e sugeriram a participagdo
de ambos os receptores no reconhecimento, internalizacdo e consequente ativacdo da resposta
imune contra o fungo. Trabalho recente em nosso laboratério mostrou que a IL-18 induz um
aumento do crescimento do P. brasiliensis em mondcitos humanos. Esse efeito foi atribuido ao fato
dessa citocinas aumentar a expressao de MR. Apoés a ligagdo do fungo a esses receptores, seriam
emitidos sinais de desativacdo importantes que culminariam com o crescimento do fungo (Dias-
Melicio et al., 2011).

Especificamente em relacdo aos PMNSs, estudos prévios sugerem que a interacdo do

fungo com os receptores TLR2 e TLR4 em PMNs humanos pode ser considerada um mecanismo de
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patogenicidade, uma vez que esse fungo usa 0 TLR2 e principalmente o0 TLR4 para a sua entrada
nas células e escapar das suas fungdes efetoras, através da produgdo de IL-8 e IL-10 (Acorci-
Valério et al., 2010). Nakaira-Takahagi et al. (2010) mostraram que tanto o fungo, como a gp43,
seu principal antigeno, sdo capazes de modular a expressdo de TLR2 e TLR4 e a consequente
producdo de citocinas pré e antiinflamatorias por mondcitos humanos.

O TLR2 é um dos PRRs com maior variedade de ligantes descritos, reconhecendo
PAMPs de diferentes tipos de patdgenos. Tal versatilidade de reconhecimento é devida, em grande
parte, a sua capacidade de agir em conjunto com outras moléculas de TLRs como o0 TLR1 e TLR6
(Akira & Takeda, 2004). Dessa forma, o0 TLR2 pode dar origem a diferentes tipos de resposta por
parte das células que expressam essa molécula, originando tanto uma resposta pré-inflamatdria
(com producdo de TNF-o e IL-12p70), como respostas antiinflamatorias, principalmente pela
inducdo da producdo de IL-10, e que podem ser utilizado por alguns patdgenos como possivel
mecanismo de escape (Netea et al., 2006; Pathak et al., 2007)

Em relacdo ao receptor Dectina-1, estudos com agonistas tém demonstrado as suas
varias capacidades funcionais, mas ainda € incerto como todas essas fun¢des cabem nas respostas
antifungicas. Adicionalmente, Dectina-1 parece desempenhar um papel diferente com diferentes
espécies de fungos (Drummond et al., 2011). Em relacdo especificamente ao papel na modulacao
de uma resposta adaptativa, a ligacdo de B-glucana a células dentriticas via esse receptor, resultou
na diferenciacdo de células TCD4 Thl e Th17 tanto in vitro e in vivo (Leibundgut-Landmann et al.
2007). Estudo realizado com PMNs em resposta ao fungo Aspergillus fumigatus, mostraram que
esse receptor estd envolvido na producdo de IL-17 por essas células, mostrando o papel desse
receptor na indugdo de uma resposta adaptativa por PMNs (Werner et al., 2009).

Os estudos sobre o papel do dectina-1 na paracoccidioidomicose sdo bastante escassos.
Entre eles, um estudo mostra que a diferenciacdo de DCs regulatorias que secretam altas
concentragdes de I1L-10 e baixas de IL-12 ocorre via ativacdo de TLR2, mas também de Dectina-1,
mostrando que a ligacdo do fungo a esse receptor em DCs pode resultar na indugdo de uma resposta
adaptativa ndo protetora (Ferreira et al., 2007). Os nossos resultados, com relacdo ao receptor
Dectina-1 mostram ao contrario, que a ligacdo do fungo ao receptor Dectina-1 em PMNSs, pode
levar ao direcionamento de uma resposta adaptativa protetora, através da producéo de IFN-y.

Os trabalhos citados acima deixam claro que o0 mesmo PRR pode participar tanto da
producdo de citocinas pr6 como antiinflamatorias e assim participar tanto de mecanismos de
protecdo como dos de suscetibilidade a infeccdo. Adicionalmente, em funcdo dos estudos citados
acima, podemos considerar que a ligacdo do fungo a um mesmo PRR pode desencadear tanto
respostas de ativacdo como desativacdo das células fagocitarias, assim como uma modulagdo

positiva ou negativa da resposta inflamatoria resultante. Um exemplo a ser destacado é o TLR4. A
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ligacdo do fungo a esse receptor em PMNSs pode levar tanto a produgdo de IFN-y como detectado no
presente estudo, como a producdo de IL-10 detectado em estudo anterior (Acorci-Valério et al.,
2010).

Acreditamos que na dependéncia da cepa que esta entrando em contato com esse
receptor, envolvendo concentracdes diferentes dos PAMPS, pode haver favorecimento na producéo
de uma ou outra citocina resultando em um ou outro processo de modulagdo. Assim, esses dados
nos sugerem que as diferengas nos componentes da parede celular do fungo poderiam ser
responsaveis pela ligagdo a diferentes receptores celulares e por consequéncia, estimularem
diferentes padrdes de resposta. Baseados nessa ideia, San-Blas (1993) avaliou se o dimorfismo do
P. brasiliensis seria controlado pela sintese dos polissacarideos, como as glucanas. O autor
demonstrou que cepas mais virulentas do P. brasiliensis apresentam menor quantidade de -glucana
na composicao de suas paredes, ao contrario das cepas com baixa viruléncia que apresentam grande
quantidade desse carboidrato e induzem a uma resposta inflamatoria bastante intensa (Silva et al.,
1994). Estas informacdes nos indicam que a composi¢do da parede celular do P. brasiliensis pode
estar relacionada com a modulacdo da resposta imune do hospedeiro, uma vez que estes
componentes, em propor¢des variaveis, podem interagir com diferentes receptores da resposta
imune inata.

Outra explicacdo acerca da capacidade de um mesmo receptor desencadear a producao
diferenciada de citocinas pode ser dada pelo polimorfismo de seus genes. Ogus et al., 2004
constatou que o polimorfismo ocorrido em um unico nucleotideo no gene (Arg753GIn) do TLR2 foi
associado a producdo diferencial de citocinas e a suscetibilidade a tuberculose relacionada a
diminuigdo da capacidade de macrofagos de produzirem citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-
12). Outro polimorfismo do gene do TLR2 (Arg677Trp) descrito em trabalhos realizados na Coréia
foi associado a forma mais grave da hanseniase (forma lepromatosa) e relacionado a producao
aumentada de IL-10 e diminuida de 1L-12 (Kang & Chae, 2001; Kang et al., 2002; Kang et al.,
2004).

A liberacdo de véarios mediadores pelas células fagocitarias em resposta aos
microrganimos, incluindo citocinas como o IFN-y, pode ser modulada por diversos fatores,
incluindo outras citocinas liberadas pelas proprias células ou outras presentes (Antachopoulos &
Roilides, 2005; Brown, 2011; Mencacci et al., 2000; Walsh et al., 2005). Nesse sentido, varios
trabalhos tém demonstrado que as citocinas IL-12, IL-15 e IL-18 de forma isolada ou atuando
sinergicamente sdo extremamente importantes para a ativacdo de células da resposta imune inata,
para que as mesmas desempenhem suas funcdes, que incluem as atividades microbicidas e a
modulagdo da resposta imune adaptativa através da liberacdo de citocinas como o IFN-y.

Tradicionalmente, as células alvo dessas citocinas durante a resposta imune inata sdo as células NK.
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A IL-12, IL-15 e IL-18 produzidas por macrofagos e DCs infectadas, atuam em sinergismo ativando
células NK que aumentam a sua atividade citotoxica, e liberam IFN-y, TNF-a e GM-CSF, citocinas
ativadoras de mondcitos e macréfagos. Em sinergisnmo com IL-12, a IL-18 promove resposta
antifangica contra Cryptococcus neoformans induzindo a producdo do IFN-y por células NK e
producdo de NO por macrofagos (Kawakami et al., 1997; Qureshi et al., 1999). A IL-12 tem
importante papel imunorregulatério promovendo a imunidade mediada por células através da
indugdo da producéo de IFN-y (Gately et al., 1998). Fehniger et al., 2000, demonstraram que 0
sinergismo da IL-12 e IL-15 induziu células NK murinas a liberarem IFN-y. Esse processo de
ativacdo pode ocorrer também via liberagdo de IFN-y por células NKT e NKTyd estimuladas por
IL-15 (Waldmann et al., 1999; Yoshikai et al., 2000).

Na paracoccidioidomicose estudos recentes mostraram que células NK podem participar
ativamente da resposta contra o fungo, destruindo as leveduras via liberacdo de granulisina, ou
reconhecendo e destruindo células infectadas pelo fungo. Essa atividade pode ser aumentada pela
incubacdo com IL-15. Além dessa atividade efetora direta, essas células podem ter um importante
efeito modulador, uma vez que, sdo capazes de liberar citocinas pro-inflamatorias como IFN-y e
TNF-a. em resposta a IL-15 (Longhi et al, 2012). No presente estudo hipotetizamos que em adi¢éo a
atuacdo sobre as células NK, as citocinas IL-12, IL-15 e IL-18 poderiam modular a capacidade dos
PMNs produzirem IFN-y.

Nesse sentido, realizamos ensaios nos quais PMNs foram incubados com cada uma das
citocinas, assim como com combinagfes de duas das citocinas simultaneamente ao desafio com o
fungo. As células desafiadas com a cepa Pb18 liberaram quantidades significativas da citocina que
aumentam significativamente quando as células sdo ativadas com IL-12. Com relacdo a IL-15 e IL-
18 detectamos um pequeno aumento na producdo da citocina, ndo havendo diferencas importantes
em relagéo as diferentes concentracdes e periodos. No entanto, os resultados com as células ativadas
com duas das citocinas simultaneamente e desafiadas com a cepa Pb18 de P. brasiliensis,
mostraram que as células incubadas com IL-12 e IL-15 simultaneamente apresentaram um aumento
significativo na producdo de IFN-y, assim como as incubadas com IL-12 e IL-18 ou IL-15 e IL-18,
mas niveis significativamente maiores em relacdo aos demais conjuntos de citocinas foram
detectados com a incubacdo das células com IL-12 e IL-15. Em conjunto, os resultados mostram
que a incubacdo das células com cada uma das citocinas em concentraces e periodos ideais
resultam em um aumento significativo da producdo de IFN-y, sendo que os melhores resultados
foram obtidos com IL-12 e IL-18. A incubacédo simultanea com duas das citocinas resulta em um
aumento ainda mais significativo dos niveis da citocina em relacdo aos detectados com cada uma
delas isoladamente. A maior producéo foi detectada apds a incubagdo simultanea com IL-12 e IL-

15. Em concordancia com nossos resultados, Ethuin et al. (2004a), demonstraram que PMNs
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humanos podem conter um pequeno estoque de IFN-y, mas que estas células podem também
sintetizar e liberar IFN-y em resposta ao LPS apos estimulagdo com IL-12 em combinagdo com a
IL-2, IL-15 e IL-18 e que a combinagéo de IL-12 + IL-15 parece ser a mais eficiente.

Um aspecto importante a ser discutido diz respeito aos niveis de IFN-y que foram
relativamente baixos mesmo apds a ativacdo com citocinas, em comparacdo aos detectados em
outra populacdes celulares. No entanto, essas células sdo tdo abundantes em sitios inflamatérios,
que podemos considerar que a sua contribuicdo para os niveis totais de citocina torna-se bastante
significativo (Amulic et al., 2012).

Em conjunto, os resultados mostraram que provavelmente via ligacdo ao TLR4 e
Dectina-1, o P.brasiliensis induz PMNs humanos a produzirem IFN-y e que essa producdo é
modulada positivamente por citocinas, particularmente a 1L-12 + IL-15. Esses resultados encontram
suporte em estudos realizados em outras infecgdes. Nesse sentido, Yin & Ferguson (2009),
demontraram que o IFN-y desempenha um papel crucial durante a resposta imune na infec¢éo por
Listeria monocytogenes e que no inicio da resposta imune inata além das células NK, os PMNSs sdo
fontes iniciais de IFN-y. Em outro estudo, o fenémeno foi observado na infec¢cdo murina por
Nocardia asteroides apds trés dias de infeccdo, quando grande quantidade de PMNs estava presente
(Ellis & Beaman, 2002).

Embora 0s nossos objetivos tenham sido dirigidos para o papel modulador dos PMNs no
que se refere ao direcionamento de uma resposta Thl, convém discutir que o fato dos PMNs
produzirem IFN-y pode ter implicagdes importantes sobre a modulagdo da propria resposta imune
inata, uma vez que, 0 IFN-y liberado pode regular as fung¢des antifungicas dos proprios PMNs e de
outros tipos celulares como os macréfagos, tal como o burst oxidativo, migracdo, apoptose e
producdo de outras citocinas ativadoras como 0 TNF-a (Cassatella, 1999; Ellis, 2004; Zhang et al.,
2003). Esse mecanismo é especialmente importante na paracoccidioidomicose, visto que ja foi
evidenciada a participacdo dessas citocinas na ativacdo de mondcitos e macrofagos murinos e
humanos para que essas células adquiram atividade fungicida contra o fungo (Brummer et al.,
1988a e b, 1989; Calvi et al., 2003a e b; Cano et al., 1992a e b; Cano et al., 1998; Carmo et al.,
2006; Gonzalez et al., 2000; Moreira et al., 2008; Moscardi-Bacchi et al., 1994; Souto et al., 2000).

Além da modulagdo das atividades das células fagocitarias, trabalhos mais recentes
mostraram que in vitro, PMNs sdo capazes de modular a sobrevivéncia das células NK,
proliferacdo, atividade citotdxica e producdo de IFN-y ¢ esta produgdo de IFN-y pelas células NK
pode ser mediada por ICAM3 expressa na superfice de PMNSs, ou por meio da geracdo de ROI e
prostaglandinas e/ou por liberacdo dos componentes granulares. Também foi demonstrado que

PMNSs in vitro promovem liberacdo de IL-12p70 por DCs via interacdo com ICAML1 e esta IL-
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12p70 estimula células NK a produzirem IFN-y (Costantini et al., 2011a; Costantini et al., 2011b;
Costantini & Cassatella, 2011).

Os resultados obtidos no presente estudo corroboram a nossa hipdtese de que durante a
infeccdo pelo P.brasiliensis, os PMNs podem instruir a resposta imune adaptativa para um padréo
de resposta Thl, através da producdo de IFN-y. Trinchieri et al., 1995 & Wysocka et al., 1995,
estudando os mecanismos de desenvolvimento de uma resposta Th1l mostraram que a sintese inicial
de IFN-y pode ser necessaria para a geracdo de IL-12, que por sua vez € essencial para primar
células efetoras Thl (Ariel et al., 2002; Ethuin et al., 2001; Fehniger et al., 2000; Munder et al,
1998; Woerly et al, 1999; Yoshimoto et al., 1997).

Em conjunto a literatura mostra cada vez mais a existéncia de uma capacidade de
regulacdo autocrina e paracrina dos PMNs durante o desenvolvimento de uma infeccdo reforcando a
ideia de que PMNs podem desempenhar um papel ativo na modulagdo do sistema imune. Dado que
PMNs sdo muitas vezes as primeiras células a responder a uma infeccdo, a capacidade de comunicar
com outros tipos de células pode ser critica no fornecimento de sinais vitais para o desenvolvimento
de uma resposta imune eficiente (Ellis & Beaman, 2002). Dentro deste contexto, 0 nosso trabalho
contribui no sentido de que todo esse processo imunomodulatério via PMNs pode estar ocorrendo
durante a evolugdo da paracoccidioidomicose. Trabalhos devem ser dirigidos para um melhor
conhecimento desse processo, no sentido de favorecer os mecanismos de protecdo do hospedeiro.
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8. Considerac0es Finais

1. O fungo P.brasiliensis induz a producédo de IFN-y por PMNs humanos.

2. Esse processo ocorre via ligagdo do fungo aos receptores TLR4 e Dectina-1 nessas células.

3. A producédo de IFN-y pode ser aumentada pela ativacdo das células com IL-12, IL-15 ou IL-18

de uma forma isolada ou por combinagdes de duas dessas citocinas, sendo a formada por IL-12
mais IL-15, a mais eficaz.
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Botucatu, 05 de abril de 2.010 OF. 111/2010-CEP

Ilustrissima Senhora

Prof®. Dr°. Angela Maria Victoriano de Campos Soares
Departamento de Microbiologia e Imunologia do
Instituto de Biociéncias do Campus de Botucatu

Prezada Dre. Angela,

De ordem do Senhor Coordenador deste CEP, informo que Projeto de Pesquisa
(Protocolo CEP 3484-2010) “Efeito das citocinas IL-15, IL-12 e IL-18 sobre
as funcdes de neutréfilos humanos em resposta ao P.brasiliensis: atividades
antifiingicas e direcionamento da resposta imune adaptativa " a ser conduzido
por Daniela Ramos Rodrigues, orientada por Vossa Senhoria, com a
colaboragdo de Ana Paula Bordon Graciani, recebeu do relator parecer
favordvel, aprovado em reunido de 05 de abril de 2.010.

Situagdo do Projeto: APROVADO. Ao final da execucdo deste Projeto,

W

Alberto Santos Capelluppi
Secretdrio do CEP
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JUSTIFICATIVA DE ALTERAGAO NO TiTULO DO PROJETO DE PESQUISA

Declaramos que o Projeto de Pesquisa “Efeito das citocinas IL-15,IL-12 e IL-18 sobre
as fungdes de neutréfilos humanos em resposta ao Paracoccidioides brasiliensis:
atividades antiftingicas e direcionamento da resposta imune adaptativa” aprovado pelo
CEP em 05/04/2010, teve seu titulo alterado para “Papel de neutréfilos humanos no
direcionamento da resposta imune adaptativa do tipo Th1 contra o Paracoccidioides
brasiliensis’, sem nenhuma alteragao no seu conteudo metodolégico da época de
apresentagéo para andlise do CEP.

A presente alteragéo foi efetuada somente para adequagdo do titulo da Tese de

Doutorado.

Encontro-me a disposicdo para sanar eventuais davidas.

&

Botucatu,05/07/2013 ,
Nome/Assinatura do(a) aluno(a) . D g
g

2

Nome/Assinatura do(a) orientador (a) ',,, i ) §
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