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1.INTRODUCAO

A paracoccidioidomicose € uma micose sistémica, endémica na América
Latina, com alta incidéncia no Brasil, Venezuela, Colémbia e Argentina (). O
agente etiolégico da doenca é o fungo dimérfico Paracoccidioides brasiliensis, que
se apresenta na forma de micélio ou conidios a temperatura ambiente, com
variagdo de 4 a 28°C. Na temperatura de 37°C, tanto in vivo, nos tecidos do
hospedeiro, quanto in vitro, em meios de cultura apropriados apresenta-se sob a
forma de levedura @ .

As manifestacdes clinicas da micose sdo de doencga granulomatosa crénica,
comprometendo especialmente tecidos pulmonares, mucosas e 0 sistema
fagocitico mononuclear, com disseminacao para figado, baco, adrenais e outros

@4 Pacientes com a forma ativa da micose apresentam uma gama de

orgaos
sinais e sintomas agrupados em dois padrdes principais que definem as formas
aguda e cronica ®. A forma aguda é geralmente grave, de evolucdo rapida, afeta
predominantemente jovens de ambos 0s sexos e compromete preferencialmente o
sistema fagocitico mononuclear. A forma crénica tem duracdo prolongada,
instalagdo lenta, gradual e afeta principalmente individuos do sexo masculino
acima de 30 anos de idade. As manifestagdes pulmonares séo evidentes em 90%
dos adultos doentes e as lesbes podem permanecer localizadas (forma unifocal)
ou disseminar por via linfatica pulmonar ou linfohematogénica, envolvendo outros
6rgdos ou sistemas (forma multifocal) 9.

O estabelecimento da doenca, sua disseminacao e gravidade dependem de

fatores ligados ao fungo, como viruléncia e composicao antigénica, das condi¢coes

ambientais e principalmente de fatores relacionados com a resposta imune do



hospedeiro, durante a interacdo com o fungo. O P.brasiliensis induz resposta
imunolégica altamente complexa e multifatorial, cujos componentes celulares sao
ativados, no sentido de desempenharem papel efetor direto contra o parasita ou
de participar dos mecanismos imunoregulatérios presentes no organismo
infectado .

A reagédo granulomatosa que ocorre na paracoccidioidomicose humana e
na experimental, representa uma resposta do hospedeiro ao P.brasiliensis, na
tentativa de bloquear e restringir o fungo, impedindo sua multiplicagédo e
disseminagao pelos tecidos . A evolucdo do granuloma parece estar relacionada
a resposta imune do hospedeiro e aos componentes de parede liberados pelo
fungo ®. A analise imunohistoquimica da composicdo das células presentes nos
granulomas epitelidides, obtidos de bidpsias de pele ou mucosa de pacientes com
paracoccidioidomicose tem demonstrado a presengca de um agrupamento central
de células HLA-DR", representadas por macréfagos e células epitelidides
envolvidas por manto periférico de células T com predominio da populagdo CD4".
Estes achados sugerem que os linfécitos T e as células HLA-DR™ estdo ativamente
envolvidas no processo de formagdo do granuloma e na defesa do hospedeiro
contra o P. brasiliensis ¥. Portanto, macréfagos e linfécitos T parecem ser as
células centrais na morfogénese do processo inflamatério e, sua atuagao sinérgica
tem papel importante na formagdo e modulagdo do granuloma, através da
producao de citocinas e outros mediadores no sitio inflamatério (9.

Os mecanismos de imunidade inespecifica ou inata apresentam grande
importadncia no combate a fungos patogénicos. Entre os varios mecanismos

naturais de defesa, mondcitos e macrofagos desempenham papel central na



resisténcia aos fungos e sdo consideradas fontes importantes de citocinas . A
maioria dos fungos causadores de micoses sistémicas apresenta estreita relacdo
com mondcitos ou macréfagos nas fases iniciais da infecgdo ou no decorrer da
doenca '?. A funcao dessas células depende do seu estado de ativagdo, induzido
principalmente pelo ambiente de citocinas presentes durante a interagdo com o
microrganismo. Assim, o sucesso da implantacdo do P. brasiliensis nos tecidos do
hospedeiro parece depender ndo sé de caracteristicas do fungo, mas
principalmente, do ambiente de citocinas produzidas durante o confronto entre o
fungo e os fagocitos.

Os principais mecanismos pelos quais os monécitos e macréfagos podem
ser ativados sdo: 1) ap0Os interacdo com microrganismos € seus produtos, tais
como endotoxinas e componentes da parede celular "®); 2) estimulo por citocinas

como interferon-gama (IFN-y) " e fator estimulador de colénias de granuldcitos e

15,16

macréfagos (GM-CSF) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). ("*'®. Uma das

alteracées metabdlicas que ocorre quando o macréfago € ativado, € o aumento

das atividades microbicida, fagocitica e citotoxica 171

Essas alteracdes
envolvem também modificacbes bioquimicas e de diferentes fungdes dessas
células, tais como aumento da capacidade de aderéncia, espraiamento sobre

superficies de vidro (1920

, expressdo de moléculas de classe Il do complexo
principal de histocompatibilidade '®, producdo de metabdlitos reativos do oxigénio
e nitrogénio e sintese de citocinas inflamatérias como Interleucina 1 (IL-1), IL-6,

IL-8 e TNF—o @V,



Os macrofagos e mondcitos, além de serem fontes importantes de citocinas
inflamatérias como TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8 e IL-12, em micoses sistémicas séo
responsaveis também pela producao de citocinas anti-inflamatérias como IL-10 e
fator beta de crescimento e transformagao (TGF-B1). Todas essas citocinas
apresentam atividade estimuladora ou supressora sobre os macréfagos e
linfécitos, interagindo com os receptores especificos, presentes nessas células e
modulando sua fungdo #?2?%. Citocinas como IFN-y, TNF-a, IL-1, IL-8 ¢ GM-CSF
sao importantes no processo de ativacao macrofagica, enquanto outras como IL-6,

2426) O balango na

IL-10 e TGF-B1 sdo consideradas fatores de desativagéo do
producdo de citocinas supressoras e estimuladoras pode interferir tanto na
resposta imune especifica como inespecifica. O desequilibrio na producao tanto

de citocinas supressoras como estimulatérias pode afetar a resposta inata ou

ainda causar disturbios na resposta imune especifica, mediada por linfocitos T e B

(27)

Estudos experimentais e em pacientes com paracoccidioidomicose
permitem sugerir que a resisténcia ao fungo pode ser dependente das atividades
de células T e macrofagos, mediadas por IFN-y e outras citocinas de perfil Th1,
destacando-se o papel do TNF-a. O efeito sinérgico entre essas duas citocinas é
essencial para a resisténcia do hospedeiro contra infecgcdes por microrganismos

intracelulares ?® e para uma eficiente atividade fungicida contra o P.brasiliensis

(29,30)

A ativacao do burst respiratério, com consequiente aumento da producao de

metabdlitos do oxigénio, tais como o &anion superoxido (O.-) e perdxido de



hidrogénio (H.O,), é considerada como importante medida de ativacao
macrofagica, sendo este processo altamente relacionado a exposicdo a varios
microrganismos, com concomitante aumento da atividade microbicida. Os
metabdlitos do oxigénio causam lesado celular, desorganizando a estrutura de
(31)_

proteinas, lipideos e acidos nucléicos e ativando grupos tiol em enzimas

Assim, a capacidade que os macrofagos ativados possuem em destruir

(32) (33) (34)

Leishmania donovani <, Mycobacterium leprae) e Candida albicans
correlaciona-se com a producéo de H»O, por essas células.

Conidios ou células leveduriformes de P. brasiliensis multiplicam-se
facilmente no interior de macréfagos alveolares e peritoneais murinos, depois de
ingeridos. Entretanto, quando essas células sao ativadas por IFN-y, a multiplicacdo

8537 Em relagao

é limitada e os conidios e células fungicas podem ser destruidos
as células murinas os resultados mostraram que a ativagao com IFN-y promove a
eliminacédo do fungo por meio da via L-arginina/oxido nitrico (NO) ©®).

Embora os mecanismos envolvidos na destruicdo do P.brasiliensis por
mondcitos e macréfagos ativados néo estejam ainda totalmente esclarecidos,
estudos prévios realizados em nosso laboratério demonstraram que a atividade
fungicida de mondcitos humanos contra o P.brasiliensis parece ser dependente da
producédo de H>O, por esssas células apds ativacao com IFN-y associado a TNF-a
9 A incubagdo dos mondcitos com catalase, um “escavenger’ desse metabdlito,
inibe a morte intracelular por mondcitos ativados com TNF-o ou com TNF-a e INF-

(39)

Y Por outro lado, o tratamento prévio de mondcitos humanos com IL-10 inibe

atividade fungicida dessas células ativadas com TNF-a “?. Resultados obtidos por



MOREIRA et al. “" empregando macréfagos peritoneais de camundongos
ativados com IFN-y, sugerem a participacdo de H.O, e de éxido nitrico (NO) na
atividade fungicida contra o P.brasiliensis e demonstram o papel inibitério da IL-10
sobre essa atividade induzida tanto por IFN-y quanto por TNF-a. Portanto, a
atividade fungicida da célula fagocitaria parece depender do balangco entre
citocinas estimuladoras e supressoras produzidas pela célula, durante a interacao
com fungo.

Os componentes da parede celular ou da capsula de fungos patogénicos
sao frequentemente estudados e relacionados a producdo de citocinas, que
modulam a resposta imune do hospedeiro, podendo contribuir tanto para a
regressao como para a patogénese da doenca. A producdo de citocinas como
TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, IL-10 e IL-12 € observada em estudos in vitro, apés

estimulo de macréfagos e monécitos humanos com diferentes fungos, como

42) 43,44) 45,46)

Coccidioides immitis, “*?, Cryptococcus neoformans “****),  C.albicans “**°),

(47,48 (49,50

Malassezia ) e P.brasiliensis ). demonstrando que essas células podem
ser fontes importantes de citocinas, apos interacdo com esses microrganismos.
Dessa forma, o emprego de componentes da capsula e da parede fungica pode
ser muito importante para elicitar a resposta inflamatéria, formacéao de granulomas
e disturbios imunes, que podem interferir com as respostas especifica e
inespecifica do hospedeiro.

O estudo do perfil de citocinas produzido durante a infeccao in vitro de

mondécitos de individuos saudaveis, com cepas de alta ou baixa viruléncia de

P.brasiliensis demonstrou, que cepas virulentas do fungo induzem precocemente



e, em niveis elevados, tanto citocinas inflamatérias IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-o. como
anti-inflamatérias IL-10, quando comparada a cepa pouco Vvirulenta. Esses
resultados sugerem que cepas virulentas do fungo podem ser responsaveis por
um desequilibrio prolongado na producdo de citocinas, durante a infeccdo do

49 Assim, o ambiente de citocinas presente na interacdo inicial

hospedeiro
fagocito-P. brasiliensis, poderia ser eficiente para eliminagdo do fungo ou permitir
sua implantacdo e multiplicagdo nos tecidos do hospedeiro, causando doenca
progressiva. O perfil e a quantidade de diferentes citocinas produzidas, com
atividade supressora ou estimulatéria sobre a resposta imune, pode determinar
diferencas na evolucdo da paracoccidioidomicose.

Os trabalhos da literatura citada sugerem a importancia do estudo do
envolvimento de citocinas produzidas por monécitos e macréfagos na infeccao por
P.brasiliensis, particularmente aquelas envolvidas na indugdo da resposta
inflamatéria e na atividade fungicida. Entretanto, o papel de outras citocinas
inflamatérias, além de IFN-y e TNF-a na evolucdo da interagdo mondcito-
P.brasiliensis nao tem sido estudado.

A interleucina-15 (IL-15) é uma citocina que possui atividades biolégicas

semelhantes as da IL-2 ", estimulando a proliferagao, diferenciacio e secrecao

de citocinas por células Natural killer (NK), células T e a producédo de anticorpos

52,53) (54)

por células B e ainda contribui para a homeostase do sistema imune ™.
A similaridade funcional entre IL-15 e IL-2 é explicada, em parte, pela
semelhanca das subunidades dos receptores para essas citocinas. A IL-15

compartilha com o receptor da IL-2 as cadeias beta (IL-2Rp) e gamma (IL-2Ry),



51, 55, 56

sendo a cadeia alfa (IL-15 Ra) especifica para cada citocina | ). Trés tipos de

ligacado de alta afinidade (o, o+P, o+p+y) € uma de afinidade intermediaria (B+y)
foram descritas recentemente ©®”). Esses autores em conjunto com MORTIER et al.
8 demonstraram que a cadeia alfa do receptor para IL-15 de humanos e murinos
encontra-se ndo somente ligada a membrana, mas também na forma soluvel,
sendo gerada a partir de clivagem proteolitica do receptor transmembrana, um
processo intensificado na presenca de certos agentes quimicos como o PMA. A
expressao de IL-15 na membrana celular pode ser mais importante na funcao
extracelular que a secrecdo da citocina e explica a dificuldade em se detectar IL-
15 livre em sistemas biolégicos ©).

A sinalizacao mediada por IL-15 é melhor caracterizada em linfécitos T e
resulta na ativacdo de quinases da familia Janus. A cadeia beta recruta JAK1,
enquanto a cadeia gama recruta JAKS, resultando na fosforilagdo e ativacéo de
STAT-3 e STAT-5, respectivamente 9.

Apesar das similaridades entre IL-15 e IL-2, essas citocinas possuem
diferentes papéis no sistema imune. Enquanto IL-2 modula a resposta imune
adquirida dependente de células T, IL-15 atua em um amplo espectro de acdes
bioregulatoérias, especialmente na imunidade inata, ativando mondcitos de forma
autocrina % 6163,

Alguns estudos tém demonstrado que mondcitos e macréfagos respondem
ao estimulo com IL-15, aumentando a fagocitose e a atividade microbicida ©4°°),

Essa citocina também induz aumento na producdo de IL-8 e da proteina

quimiotatica para monécitos (MCP-1), que atraem mondcitos e neutrofilos, levando



ao acumulo dessas células em sitios inflamatérios. Portanto, a IL-15 produzida em
locais de inflamacgéo pode ter um papel importante na regulacao de infiltrados de
leucécitos 7).

Na imunidade inata, os mondcitos participam na ativacao de células NK, via
secrecao de citocinas como IL-12 e TNF-a, que por sua vez induzem a producao
de IFN-y pelas células NK, exercendo efeito paracrino sobre os mondcitos €29, A
combinacao de IL-15 e IL-12 é portanto um potente estimulo para a producao de
IFN-y, TNF-a. ¢ GM-CSF por células NK humanas ). Além disso, o sinergismo
entre IL-12 e IL-15 é responsavel pela inducdo da resposta de células Th1, contra
infeccdes por microrganismos intracelulares ). Assim, tanto IL-15 quanto IL-12,
produzidas por mondcitos humanos ativados, parecem ter papel critico como co-
fatores na producdo de IFN-y por células NK, importante para ativacao dos
mondcitos e o desenvolvimento da resposta imune inata efetiva nas infeccoes,
num periodo que precede o aparecimento da resposta de células T antigeno
especificas .

Existem evidéncias do envolvimento da IL-15 em infeccbes murinas e
(71)

humanas por Vvarios microrganismos, incluindo Toxoplasma gondii ,

C.neoformans ?, C.albicans ©®, Salmonella choleraesuis \"®, Escherichia coli ¥,

(75) 76,77)

Listeria monocytogenes , Mycobacterium tuberculosis e M.leprae ' e

(7980) oy virus da hepatite C ©").

diferentes virus como HIV ® herpes-virus
Na resposta imune contra microrganismos intracelulares JULLIEN et al. "
demonstraram que a incubacao in vitro de M.leprae com mondcitos do sangue

periférico de pacientes com hanseniase, induzia secrecao de IL-15 por essas



células. A expressdao de RNA mensageiro (MRNA) e a sintese da proteina IL-15
eram mais intensamente expressas pelas células dos pacientes com a forma
tuberculéide em comparagdo com a forma virchoviana. Portanto, a IL-15 parece
participar na defesa contra infecgdes, por induzir o desenvolvimento e ativacao de
células efetoras como células NK, células T yde células T envolvidas nas
respostas imunes inata e adaptativa ©°.

O papel da IL-15 na resposta de monécitos a fungos tem sido pouco
estudado. VASQUEZ et al. 9, verificaram que a IL-15 induz aumento na
producdo de anion superdxido e na atividade fungicida de monécitos humanos
contra C. albicans. MODY et al. "?, investigaram a liberagdo de IL-15 em resposta
ao C. neoformans e verificaram que esse fungo € um potente estimulo para a
liberacao de IL-15 pelos mondcitos. Os autores concluiram que tanto IL-15 quanto
IL-2 contribuem para a proliferacao de linfécitos e para a atividade fungicida
dessas células contra formas encapsuladas e acapsuladas do C. neoformans.

Essa citocina também ativa leucécitos polimorfonucleares (PMN). WINN et

al. ®

mostraram que o tratamento prévio de PMN humanos com IL-15 por 2 h
induz a producdo de O, em resposta a Aspergillus fumigatus. Ap6s 22 h de
incubacao com IL-15, ocorre aumento na liberacao de IL-8 pelos PMN e lesdo da
célula fungica. Esses resultados sugerem que a IL-15 pode desempenhar papel
importante na imunomodulacdo da resposta do hospedeiro a aspergilose.
Neutréfilos humanos cultivados na presenca de IL-15 apresentam aumento da

atividade fungicida contra P. brasiliensis, associada a maior liberacdo de HxO ,

sugerindo efeito modulador da IL-15 sobre a ativagdo dessas células ©.



Os resultados da literatura demonstram que a IL-15 €& produzida
principalmente por monécitos e macrofagos em resposta a agentes infecciosos,
sendo uma importante citocina pro-inflamatéria, que induz ativacao da fagocitose e
da atividade microbicida pelas células de defesa do hospedeiro. Dessa forma, a IL-
15 pode desempenhar papel central tanto na resposta imune inata quanto na
adquirida contra infeccées por uma variedade de microrganismos, como também
na patogénese de doencas inflamatérias cronicas ©° 84
Considerando que a producéo de IL-15 por monécitos e seu efeito sobre a
atividade fungicida dessas células ndo foram ainda estudados na infecgéao por P.
brasiliensis, o estudo do efeito modulador da IL-15 sobre o estado de ativagéo de

mondécitos poderia trazer importante contribuicdo ao estudo dos mecanismos

envolvidos na reacgao inflamatéria contra P. brasiliensis.



2. OBJETIVO

Avaliar o efeito da IL-15 sobre a atividade fungicida, producdo de peroxido de
hidrogénio, anion superdxido e das citocinas TNF-a, IL-6, IL-10 e IL-15 por

mondcitos infectados in vitro com Paracoccidioides brasiliensis.



IL-15 (50, 25 e 12,5 ng/mL)

3. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Isolamento e cultura de mondcitos de sangue periférico de individuos saudaveis

Cultivo na auséncia ou presenga de IL-15 (24 h)

4

!

Retirada dos

J
!

IL-15 (50, 25 e 12,5 ng/mL)

!

Retirada dos

sobrenadantes sobrenadantes
Desafio com
Pb18
4h Tampéo vermelho- Citocromo C
fenol+Pb18 +Pb18
37°C/5%C0O, 37°C/5%C0O,
60 min 60 min

Plagueamento em

BHI-agar
Atividade H,0,

Fungicida

!

Oy

3\

IL-15 (50 ng/mL)

!

Desafio com Pb18 (50:1) ou
estimulo com LPS
4hel18h

!

Retirada dos
sobrenadantes e
armazenamento a
-70°C

!

Determinacao da
producao de citocinas
(ELISA)

!

TNF-a, IL-6, IL-
10 e IL-15



4 - CASUISTICA E METODOS

4.1. Casuistica

Foram utilizadas amostras do sangue periférico de 15 individuos saudaveis,
doadores do Banco de Sangue do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da UNESP — Campus de Botucatu. O consentimento dos individuos,
para participacdo no presente trabalho, foi obtido ap6s informacdo e
esclarecimento sobre os objetivos da pesquisa e assinatura do formulario de
consentimento livre e esclarecido. O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP

(Of.330/2006-CEP).

4.2. Cultivo e preparo da suspensao de P. brasiliensis

Utilizou-se a amostra de P. brasiliensis Pb18, proveniente da Micoteca do
departamento de Microbiologia e Imunologia, do Instituto de Biociéncias de
Botucatu, UNESP. A cepa foi mantida a 37°C com subcultivos semanais em meio
de cultura GPY, contendo 2% glicose, 1% peptona, 0,5% extrato de levedura e 2%
de agar. As células leveduriformes foram empregadas apds 6 dias de cultivo, para
a infeccao das culturas de mondcitos. Apds o crescimento, as células foram
removidas da superficie de cultivo, com alca de platina e transferidas para tubos
estéreis contendo 10 mL de meio de cultura RPMI 1640 (Gibco Laboratories,
Grand lIsland, NY, USA) e pérolas de vidro de 4mm de diametro, sendo
homogeneizadas em agitador de tubos tipo Vortex por 30 segundos. Em seguida,
as suspensfes celulares foram mantidas a 37°C durante 5 minutos para

sedimentacdo de grumos nao desfeitos durante a agitacdo. Apds este periodo,



uma aliquota dessa suspensdao foi obtida para contagem das células
leveduriformes em camara hemocitométrica tipo Neubauer, utilizando microscopio
com contraste de fase, segundo método descrito por SOARES et al. %, Foram
consideradas como viaveis as células que se apresentaram com aspecto brilhante,
uma vez que as células mortas apresentam-se com coloracdo opaca € escura.
Nos ensaios, foram empregadas suspensdes fungicas que apresentavam, no

minimo, 90% de viabilidade.

4.3. Isolamento e cultura de mondcitos

Sangue periférico de individuos saudaveis foi obtido por puncao venosa,
sendo 10 mL colocados em tubos estéreis contendo 20 U/mL de heparina
(Liquemine-Roche). As células mononucleares foram obtidas por meio da
separacdo em gradiente de Ficoll-Hypaque ©® e lavadas inicialmente com solugéo
gelada de EDTA-PBS, por centrifugacdo a 200 g por 5 minutos e, em seguida,
com meio de cultura RPMI por mais 5 minutos a 200 g. Apds este periodo, as
células foram ressuspendidas em meio de cultura RPMI 1640 (Gibco)
suplementado com 2 mM de L-glutamina (Sigma Chemical Co. St Louis, MO,
USA), 40 ug/mL de gentamicina e 10% de soro AB humano inativado (meio RPMI
completo), sendo a identificagédo e viabilidade dos mondécitos realizada através da
incorporacao de vermelho neutro. Aliquotas de 50 uL da suspenséo celular foram
incubadas a 37°C, durante 10 minutos com 450 uL da solugdo do corante a
0,02%. A seguir, a suspensao celular foi ajustada para 2X10° monécitos/mL e 100

ul dessa suspensao foram distribuidos em placas de cultura de 96 orificios. Apos



uma hora de incubacdo a 37°C em tensdo de 5% de CO,, as células néo
aderentes foram eliminadas através de lavagem das placas com meio de cultura
RPMI.

4.4. Atividade fungicida

Culturas de mondcitos obtidas conforme descrito no item 4.3 foram
previamente tratadas com IL-15 (R & D Systems, Minneapolis, MN, USA) nas
concentracbes de 50, 25 e 12,5 ng/mL. Ensaios de neutralizacdo dessas
diferentes doses de IL-15 foram realizados, incubando-se as culturas com IL-15
adicionada de anticorpo monoclonal anti-IL-15 (R & D Systems) nas
concentracdes de 1, 0,5 e 0,2 ug/mL para neutralizar, 50, 25 e 12,5 ng/mL de IL-
15, respectivamente, segundo recomendacbes do fabricante (R&D Systems).
ApoGs incubagédo por 24 h, os sobrenadantes das culturas foram retirados, as
culturas de mondcitos lavadas em meio RPMI completo e desafiadas com 100 pL
de solucédo de meio RPMI suplementado com 10% de soro AB inativado contendo
células leveduriformes de P. brasiliensis, na propor¢cédo de 50 monécitos para uma
célula fungica. Alguns orificios da placa de cultura receberam apenas as
suspensoes do fungo em concentracdes equivalentes as utilizadas na incubacao
com os mondcitos (cultura controle). Apds o periodo de 4 h, os sobrenadantes das
culturas foram coletados e as culturas submetidas a lavagens com agua destilada.
Este processo permite que as células sejam removidas da placa e lisadas, com
consequente liberagdo dos fungos que foram eventualmente fagocitados. As
suspensdoes obtidas através desse processo foram adicionadas aos

sobrenadantes ja coletados e foram consideradas como culturas experimentais. O



mesmo procedimento foi realizado com as suspensdes controles, contendo
apenas o fungo. Ao final do processo, o material obtido a partir de lavagens das
culturas controle e experimentais com agua destilada, resultou em um volume de
aproximadamente 2 mL. Em seguida, 100 puL das suspensdes fungicas em agua
destilada foram semeados em trés placas contendo meio de cultura de infusao
cérebro-coracao (BHI-agar, Difco Laboratories, Michigan, USA), adicionado de 4%
de soro de cavalo e 5% de fator de crescimento, preparado a partir de filtrado de
cultura de células leveduriformes do P. brasiliensis (cepa 192), cultivadas em meio
de Casals a 36°C e com agitacao (120 rpm) durante 7 dias. A seguir, as placas
foram incubadas a 37°C por 14 dias, quando entdo as unidades formadoras de
colénia foram contadas. A atividade fungicida (AF) foi determinada pela seguinte
formula:

AF= 1- [média das UFC das culturas experimentais] x 100

média das UFC das culturas controles

4.5. Determinacao da liberacao de peréxido de hidrogénio (H202) por
mondcitos

A produgéao de H,0, foi determinada segundo o método descrito por PICK &
MIZEL ®® e adaptado por RUSSO et al. ®7.

As células mononucleares do sangue periférico de individuos saudaveis
foram obtidas de acordo com o item 4.3. A concentracao celular foi ajustada para
2x10° mondcitos/mL e 100 uL desta suspensdo (2x10°) foram distribuidos em

placas de culturas de células de fundo plano (Nunc, Life Tech. Inc., Maryland,



USA), contendo 96 orificios. As placas foram incubadas por 60 min a 37 °C em
tenséo constante de 5% de CO.. Apds incubacao, as células nao aderentes foram
retiradas e a placa lavada duas vezes com meio RPMI. Em seguida os mondcitos
foram cultivados na auséncia ou presenca de IL-15 (R&D Systems) nas
concentracdes de 50, 25 e 12,5 ng/mL e as placas foram incubadas por 24 h a
37°C e 5% de CO.. Apds este periodo, o sobrenadante foi retirado e adicionado a
cada orificio, 100 uL de solucao tampao contendo: 140 mM de NaCl; 10 mM de
tampéao fosfato, pH 7; 5,5 mM de dextrose; 0,56 mM de vermelho fenol; 0,01
mg/mL de peroxidase tipo Il (Sigma) e 20 ng ou 50 ng de Phorbol myristate acetate
(PMA - Sigma) adicionada de P. brasiliensis na propor¢cdao de 50 monécitos para
uma célula fungica. Apés 60 min a 37 °C a reacao foi interrompida pela adicao de
10 uL de NaOH 1N. As amostras foram ensaiadas em quadruplicata. A densidade
optica foi determinada em leitor automatico de ELISA (Multiskan EFLAB, Helsinki,
Finland), com filtro de 620 nm, com blank constituido de 100 uL de solugédo de
vermelho fenol e 10 pL de NaOH 1N. Os resultados foram expressos em
nanomoles de H»O/2x10° mondcitos, a partir de curva padréo preparada em cada
ensaio, e constituida por concentragdes molares conhecidas de H.O»> em tampao

vermelho fenol.

4.6. Determinacao de anion superoxido (O,) por mondcitos
A liberacdo de Oy pelos mondcitos do sangue periférico foi determinada
utilizando-se o cromégeno Ferricitocromo C (Sigma), segundo o método de PICK

& MIZEL ®® e adaptado por RUSSO et al. .



Seguindo o mesmo protocolo utilizado para a avaliagao de H2O,, culturas
contendo 2X10° mondécitos pré-tratados com IL-15 nas diferentes concentracdes
por 24 h foram incubadas com 100 uL de solugcdo salina de Hanks’, livre de
vermelho de fenol e contendo P. brasiliensis na propor¢cao de 50 mondécitos para
um fungo, 160 uM de citocromo C e 50 ng de PMA. Células tratadas com
citocromo C e suplementadas com 300 U/mL de superoxido dismutase (Sigma)
foram utilizadas como blank da reacédo. As placas foram incubadas a 37°C e 5 %
de CO; por 60 min e a leitura das densidades épticas (DO) realizada em
espectofotdbmetro com filtro de 550nm.

A concentracdao do anion superdxido foi calculada através da seguinte
relacao:

Concentracao O2 (nmol) = DO x 100
6,3

4.7. Obtencao de sobrenadantes de cultura de monécitos

Os mondcitos obtidos conforme descrito no item 4.3 foram incubados na
concentragdo de 1X10° mondcitos/mL em placas de 24 orificios por 4 e 18 h em
tensdo de 5% de CO, a 37°C, sem estimulos e tratamentos (cultura controle),
com de 20 pug/mL de lipopolissacaride de Escherichia coli, OssBs (LPS), com P.
brasiliensis na proporcao de 50 mondcitos para uma célula fungica, ou ainda pré-
incubados com IL-15 (50 ng/mL) por 24 h e desafiados com P. brasiliensis na
mesma proporcdo mondcito:fungo. Apdés o periodo, os sobrenadantes foram

aspirados, centrifugados a 400 g e aliquotas desse material foram conservadas a



—70 °C até o momento de sua utilizacao para dosagem de TNF-q, IL-6, IL-10 e IL-
15.

4.8. Dosagem de citocinas

A quantificacdo de citocinas nos sobrenadantes de cultura de monécitos foi
realizada pela técnica de ELISA. As placas de 96 orificios e fundo plano
(MaxiSorp-Nunc Life Tech. Inc., Maryland, MA, USA) foram sensibilizadas por 18 h
a 52C com anticorpo monoclonal anti-citocina, diluido em PBS. Ap6s esse periodo,
os orificios foram lavados 4 vezes com 300 uL de PBS, pH 7,2, contendo Tween
20 a 0,05% (PBST). O bloqueio da placa foi realizado colocando-se em cada
orificio 300 uL de PBS + BSA 1% e incubado a temperatura ambiente por 60 min.
A seguir, a placa foi lavada conforme descrito acima e 100 uL dos sobrenadantes
gerados e das citocinas recombinantes (R&D Systems) foram adicionados aos
orificios das placas. Apés 2 h de incubacdo a temperatura ambiente e nova
lavagem da placa, o anticorpo revelador policlonal anti-citocina (R&D Systems) foi
adicionado seguindo-se de incubacao por 2 h a temperatura ambiente. A placa foi
lavada novamente com PBST e adicionado 100 uL de estreptoavidina conjugada
com peroxidase (R&D Systems), na concentracdo de 2 ug/mL por 20 min a 37°C,
seguido pela lavagem da placa com PBST. Apds esse periodo, adicionou-se 100
uL do substrato enzimatico, constituido por 10 uL de H>O, a 30% (Sigma), diluidos
em 12,5 mL de tampéao citrato-fosfato 0,1M, pH 5,0 e 1 mg/mL do revelador
ortofenilenodiamina (Sigma). As placas foram incubadas a temperatura ambiente

por 30 min, a reacao foi bloqueada pela adicao de 50 pL de acido sulfarico 2M e a



leitura da placa realizada em leitor de ELISA (Multiskan EFLAB, Helsinki, Finland)
com comprimento de onda de 492nm.

As concentragdes dos anticorpos monoclonal e policlonal, bem como das
citocinas recombinantes especificas, utilizadas nas reacbes, foram as

recomendadas pelo fabricante (R & D Systems) e estao descritas abaixo:

Citocina Ac monoclonal Ac policlonal Curva padrao
TNF-a 2 ug/mL 200 ng/mL 15,6 a 1000 pg/mL
IL-6 2 ug/mL 200 ng/mL 4,6 a 600 pg/mL
IL-10 2 ug/mL 200 ng/mL 7,8 a 1000 pg/mL
IL-15 1 ug/mL 25 ng/mL 3,9 a 1000 pg/mL

4.9. Anadlise Estatistica

Os dados obtidos do efeito da IL-15 sobre a atividade fungicida de
mondcitos contra o P. brasiliensis, bem como a producdo de perbxido de
hidrogénio, anion superdxido e producao de citocinas por essas células foram
analisados empregando-se o teste de andlise de variancia (ANOVA) para
amostras dependentes, através do programa estatistico INSTAT, Graph-Pad, San
Diego, CA, USA). O nivel de significancia adotado para os testes empregados foi

de 5%.



5. RESULTADOS

5.1. Efeito da IL-15 sobre a atividade fungicida de mondcitos humanos
contra Paracoccidioides brasiliensis

A andlise da figura 1 mostra que a incubacao do fungo com os mondcitos
sem tratamento com IL-15 (cultura controle) ndo reduziu o numero de UFC
recuperadas apoés plaqueamento, em comparacdo com a cultura contendo apenas
o fungo (Pb). Por outro lado, o tratamento prévio dos mondcitos com IL-15 nas
diferentes concentracdes empregadas, seguido do desafio com o fungo, diminuiu
significativamente o numero de fungos viaveis em relacdo as culturas nao tratadas
com a citocina. A adicao de anti-IL-15 nas culturas permitiu maior recuperacao de
unidades formadoras de colbnia.

Na figura 2 observam-se os resultados da atividade fungicida de mondcitos
tratados ou ndo com IL-15 e desafiados com Pb18. Verifica-se que o tratamento
com IL-15 nas concentracbes de 50, 25 e 12,5 ng/mL induziu atividade fungicida
significativamente mais elevada em comparacdo com a obtida nas culturas de
mondcitos nao tratadas com IL-15. A atividade fungicida de mondécitos tratados
com a IL-15 na dose de 50 ng/mL foi significativamente maior do que a obtida pelo
tratamento com as doses de 25 e 12,5 ng/mL. Esses resultados mostram o efeito
dose-dependente da IL-15 sobre a atividade fungicida de mondcitos infectados
com P. brasiliensis. A neutralizacdo da IL-15 por anticorpos anti-IL-15 eliminou o
efeito fungicida dos mondcitos, induzido pelo tratamento com as diferentes

concentragdes da citocina.
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Figura 1. Unidades formadoras de colénias (UFC) de Paracoccidioides
brasiliensis recuperadas apds 4 h de co-cultura com mondcitos humanos,
tratados ou ndao com diferentes concentracbes de IL-15 ou com IL-15
adicionada de anticorpo policlonal anti-IL15. Os resultados sao expressos
em média + SD das UFC a partir de cultura de monécitos obtidos de 15
individuos saudaveis.

C= cultura controle

* culturas com IL-15 (50, 25 e 12,5 ng/mL) adicionada de anticorpo anti-IL-15

+ (p<0,05) vs Pb, C, IL-15 + anti-IL-15
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Figura 2. Atividade fungicida de mondcitos humanos previamente tratados com
IL-15 ou IL-15 + anticorpo policlonal anti-IL-15 e desafiados com a amostra
Pb18 de Paracoccidioides brasiliensis. Os resultados s&o expressos em média
+ SD da percentagem da atividade fungicida, obtida a partir de cultura de

mondcitos obtidos de 15 individuos saudaveis.

C= cultura controle

* culturas tratadas com IL-15 (50, 25 e 12,5 ng/mL) adicionada de anticorpo
anti-IL-15

¢ (p < 0,05) vs culturas controle (C) e IL15 + anti-IL15
+(p<0,05) vs IL15: 25 e 12,5 ng/mL, IL15 + anti-IL15
# (p <0,05) vs IL15: 12,5 ng/mL, IL15 + anti-IL15



5.2. Efeito da IL-15 sobre a producao de H,O, por monécitos humanos
infectados com Paracoccidioides brasiliensis

Para avaliar o efeito da IL-15 sobre a capacidade de producao de H>O.,
primeiramente foram padronizadas as concentragbes de PMA a serem utilizadas
no ensaio. Para isso, monécitos humanos foram pré-tratados com concentracdes
de IL-15 variando de 50 a 12,5 ng/mL. Apds 24 h, o sobrenadante da cultura foi
retirado e as células foram estimuladas com 20 ou 50 ng de PMA. A concentracéo
de 50 ng de PMA induziu liberacédo de niveis significativamente mais elevados de
H.O> quando comparada com a dose de 20 ng (dados nao mostrados). Em vista
disso, a concentracdo de 50 ng de PMA foi utilizada como estimulo 6timo para
inducéo de H>O, por mondécitos. Os resultados estdo representados na figura 3 e
mostram niveis de H»O. liberados por mondcitos tratados com diferentes
concentracdes de IL-15 e desafiados ou ndo com Pb18. A pré-incubacdao com a
citocina nao interferiu com a capacidade de producao de H,O, tanto nas culturas
estimuladas quanto nas néo estimuladas com PMA. Ap6s desafio com Pb18, as
células tratadas ou ndo com IL-15, produziram niveis significativamente menores
de H>O, em comparacao as culturas controle (C) e as cultivadas na auséncia do
fungo. A adicdo de PMA aumentou significativamente a producdo de H>O.
somente pelas células tratadas ou ndo com IL-15 e que n&o foram desafiadas com
Pb18. Os resultados mostram que o tratamento com a citocina ndo estimulou a
producdo de H>O, e ndo reverteu o efeito inibidor do fungo sobre a producéo

desse metabdlito.
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Figura 3. Efeito da IL-15 sobre a producao de H>O. por mondécitos humanos
tratados com IL-15 (50, 25 e 12,5 ng/mL) e desafiados ou ndo com
Paracoccidioides brasiliensis (Pb) na auséncia ou presenca de 50 ng de PMA.
Os resultados sao expressos em média + SD dos valores obtidos de 15

individuos saudaveis
C= cultura controle

* (p<0,05) vs C, Pb, Pb50, Pb25 e Pb12,5
+ (p<0,01) vs sem PMA



5.3. Efeito da IL-15 sobre a producao de anion superéxido por

monadcitos humanos infectados com Paracoccidioides brasiliensis

Inicialmente, o ensaio de producao de O, foi padronizado empregando-se o
estimulo com PMA nas concentragdes de 20 e 50 ng. Niveis significativamente
mais elevados de O, foram liberados na concentragdo de 50 ng de PMA em
comparacdo com a dose de 20 ng (dados ndo mostrados). Portanto, a
concentracéo de 50 ng de PMA foi utilizada para estimulo étimo dos monécitos no
estudo do efeito da IL-15 sobre a producédo de O, por essas células desafiadas
com Pb18. Os resultados estdo representados na Figura 4 e mostram que o
tratamento prévio das células com a IL-15 n&do causa alteracdo na capacidade de
producédo desse metabdlito em células submetidas ao estimulo com PMA. Apéds o
desafio com o Pb18 e estimulo com PMA nenhum efeito foi observado sobre a

producéo desse radical.
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Figura 4. Efeito da IL-15 sobre a producao de anion superéxido (O,) por mondcitos
humanos tratados com IL-15 (50, 25 e 12,5 ng/mL) e desafiados com Paracoccidioides
brasiliensis (Pb). Os resultados s&o expressos em media + SD dos valores obtidos de
15 individuos saudaveis

C= cultura controle



5.4. Efeito da IL-15 na producao de citocinas por mondcitos

5.4.1. Determinacao de TNF-a

Os resultados do efeito da IL-15 sobre a producdao de TNF-a estao
representados na Figura 5. O estimulo com LPS foi utilizado como controle
positivo da ativacdo de mondcitos. A concentracdo de TNF-a detectada nas
culturas de mondcitos incubadas com Pb18 durante 18 h foi significativamente
maior em comparacdo as culturas controle (C 4h e 18h) e em relagdo aos
resultados obtidos apoés 4 h de incubagdao com o fungo (Pb-4h). O pré-tratamento
das células com IL-15 causou aumento significativo da produgcdo de TNF-o nas
culturas nao infectadas com Pb18 (IL-15) e nas culturas desafiadas com o fungo
tanto apdés 4 h quanto 18 h de co-cultivo (Pb+IL-15). Os niveis da citocina
detectados no sobrenadante das culturas tratadas com IL-15 e obtidas apds 18 h
foram significativamente mais elevados em relacao aos detectados ap6s 4 h de
cultivo e aos obtidos na cultura controle ndo tratada com IL-15. A producéo de
TNF-a apds tratamento com IL-15 e desafio com Pb18 por 18 h foi
significativamente mais elevada em comparagado a todas as demais culturas. Os
resultados mostram que a pré-incubagcao de monécitos com IL-15 induz aumento

na producao de TNF-a pelas células submetidas ou ndo ao desafio com Pb18.
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Figura 5. Produgéo de TNF-o. por monécitos humanos tratados ou ndo com IL-15 (50
ng/mL) e desafiados com Paracoccidioides brasiliensis (Pb) em co-culturas de 4 e 18
horas. Os resultados sdo expressos em média + SEM de 15 individuos saudaveis.

C= cultura controle

@ (p<0,05) vs Pb4 h

+ (p < 0,01) vs Mo (4e18 h); Mo+IL-15-4 h

# (p < 0,05) vs Pb-4 h/18 h; Pb+IL-15-4 h

* (p < 0,05) vs Mo-4 h/18 h; Mo+IL-15- 4 h/18 h; Pb-4 h; Pb+IL-15-4 h



5.4.2. Determinacao de IL-6

A andlise dos niveis de IL-6 produzidos apés 18 h de cultivo dos mondcitos
com Pb18 demonstra que o fungo é capaz de induzir a produgéo de IL-6 durante a
infeccdo in vitro. Esses niveis foram significativamente mais elevados em
comparacao aos obtidos nas culturas controle ndo estimuladas (C-4h e 18h), as
culturas previamente tratadas com IL-15 (IL-15-4h e 18h) e as desafiadas com o
fungo por 4 h (Pb+IL-15-4h). A pré-incubagcdo de mondcitos com IL-15 nao
resultou em aumento da producdo de IL-6 por células desafiadas ou ndo com
Pb18. Os resultados indicam que a producdo da citocina foi significativamente
mais elevada nas co-culturas obtidas apés 18 h em comparacao ao periodo de 4 h

em todas as culturas realizadas, mostrando uma produgdao tardia de IL-6.
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Figura 6. Producdo de IL-6 por mondcitos humanos tratados ou ndo com IL-15 (50
ng/mL) e desafiados com Paracoccidioides brasiliensis (Pb) em co-culturas de 4 e 18
horas. Os resultados sao expressos em média + SEM dos valores obtidos de 15
individuos saudaveis.

C= cultura controle

* (p<0,001) vs Mo 4 h/18 h, Mo+IL-15 4 h/18 h, Pb-4 h, Pb+IL-15-4 h

# (p<0,05) vs Pb-18 h, Pb+IL-15-18 h



5.4.3. Determinacao de IL-10

A pré-incubacdo dos monécitos com IL-15 e desafio com Pb18 levou a maior
producdo de IL-10, com valores significativamente mais elevados em relagéo as
culturas apenas infectadas com Pb18 e as tratadas ou ndo com IL-15 (C, IL-15)
(Figura 7). O tratamento das células com IL-15 n&do induziu aumento na produgao
de IL-10 na auséncia de infecgdo com o fungo. Os resultados da producéao de IL-
10 mostram que a citocina € produzida mais tardiamente pelos mondcitos. Apés 4
h de cultura dos mondcitos com esses estimulos, as concentracées da citocina
foram inferiores aos valores do limite de detec¢do do teste e, portanto, nao
representada na figura. Os niveis de IL-10 produzidos ap6s desafio dos mondcitos
com Pb18 foram significativamente mais elevados em comparacao aos obtidos na

cultura controle (C).
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ng/mL) e desafiados com Paracoccidioides brasiliensis (Pb) em co-culturas de 4 e 18
horas. Os resultados sao expressos em média + SEM dos valores obtidos de 15
individuos saudaveis.

C= cultura controle

* (p<0,05) vs C, IL-15, Pb e Pb+ IL-15

# (0<0.05) vs C
® (p<0,05) vs Pb



5.4.4. Determinacao de IL-15

A concentragdo de IL-15, avaliada no sobrenadante de cultura de
mondcitos, representada na Figura 8, mostra que apesar de niveis baixos de
deteccéo, apds 18 h de cultivo, a producao de IL-15 foi significativamente maior
nas culturas tratadas com a citocina (IL-15) quando comparada com a obtida nas
demais culturas de mondcitos submetidos ou n&o aos estimulos com LPS e com
Pb18. Em mondécitos que foram pré-incubados com IL-15 e a seguir desafiados
com o fungo, houve um aumento na producao de IL-15 em relagdo a cultura das
células apenas infectadas com Pb18. Os resultados mostram que o tratamento de
mondécitos com IL-15 induz a produgédo dessa citocina por células submetidas ou
ndao ao estimulo com Pb18. Nao foram obtidos niveis detectaveis de IL-15 nos
sobrenadantes das culturas de mondécitos avaliados apds 4 h de cultivo com os

estimulos empregados.
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Figura 8. Produgéo de IL-15 por mondcitos humanos tratados ou nédo com IL-15 (50
ng/mL) e desafiados com Paracoccidioides brasiliensis (Pb) em co-culturas de 4 e 18
horas. Os resultados sdo expressos em média + SEM dos valores obtidos de 15
individuos saudaveis.

C= cultura controle

*(p< 0,05) vs C, LPS e Pb

* (p<0,05) vs Pb



6. DISCUSSAO

Neste trabalho avaliamos a atividade fungicida, a producédo de H>O,, O, e
das citocinas TNF-a, IL-6, IL-10 e IL-15 por mondécitos humanos, quando
cultivadas na auséncia ou presenca de IL-15 e desafiadas in vitro com a cepa
virulenta de P. brasiliensis (Pb18).

A atividade funcional de mondcitos desafiados com P. brasiliensis tem sido
estudada na literatura em relacdo a atividade fungicida e producao de citocinas

(294988) Os resultados demonstram que uma eficiente atividade fungicida eficiente

s6 é obtida apds ativacdo sinérgica de mondcitos com IFN-y e TNF-a .
Entretanto, ndo existem trabalhos relacionando o papel da IL-15 na regulacéo da
resposta inflamatéria ao P. brasiliensis. Os ensaios relativos a atividade fungicida
de mondcitos, cultivados na auséncia de IL-15, mostram que essas células, nao
ativadas, nado desenvolvem atividade fungicida contra o Pb18 e confirmam

298999 No entanto, quando as

resultados prévios obtidos em nosso laboratério
células sao tratadas com a citocina, apresentam atividade fungicida eficiente,
sendo observado um efeito dose-dependente nas concentracdes empregadas de
50, 25 e 12,5 ng/mL de IL-15. A neutralizacdo da IL-15 por anticorpos anti-IL-15
eliminou o efeito fungicida dos mondcitos induzido pelo tratamento com as
diferentes concentragdes da citocina, comprovando o efeito ativador da IL-15
sobre os mondcitos. Esses resultados concordam com os descritos por ©®, que
observaram aumento da atividade fungicida de monécitos humanos contra C.

albicans, ap6s tratamento das células com IL-15 nas doses de 50 € 100 ng/mL.

Essa citocina também ativa outras células da imunidade inata, como neutréfilos,



aumentando o metabolismo oxidativo dessas células e causando lesdo em hifas
de fungos do género Aspergillus. Assim, a IL-15 parece desempenhar importante
papel na imunomodulagcdo do hospedeiro contra a aspergilose invasiva ®?. O
tratamento prévio de neutrofilos com IL-15, seguido de desafio com C. albicans
leva a aumento da fagocitose e atividade fungicida contra a levedura, por essas
células, sendo esse efeito dose-dependente ©°.

Para investigar o possivel mecanismo envolvido no aumento da atividade
fungicida dos mondcitos contra P.brasiliensis induzida por IL-15, avaliamos o
efeito da IL-15 sobre a liberagdo de H,O, e Oy por essas células. Quando os
mondcitos foram previamente tratados com a citocina, os niveis de HxO,
produzidos pelo estimulo com PMA mantiveram-se iguais em todas as culturas,
independentemente da concentracdo empregada no tratamento. Esses resultados
mostram que a IL-15 nao influenciou a capacidade de producao de H>O, apds o
tratamento por 24h com a citocina. No entanto, ap6s o desafio desses mondcitos
com o Pb18, tanto as células cultivadas na auséncia quanto na presencga da IL-15
e estimuladas com o PMA tiveram uma significante inibicdo na produgéo de H>O..
Os resultados demonstram que o Pb18 inibe a liberagdo de H>O, e, que o
tratamento prévio dos mondcitos com IL-15, ndo reverte a inibicdo causada pelo
fungo, reforcando estudos anteriores que mostraram ser a cepa Pb18 capaz de

%09 A capacidade

inibir a liberacdo de H>O, por mondcitos ativados com IFN-y
da cepa virulenta Pb18 inibir a liberacdo de H>.O. por mondcitos estimulados com
PMA sugere que o fungo desenvolve mecanismos de escape do efeito fungicida

da célula fagocitaria do hospedeiro, por interferéncia com o metabolismo oxidativo



dessa célula. Dentro deste contexto, MOREIRA et al. ?

, estudando genes do
P.brasiliensis envolvidos na interacdo fungo-hospedeiro, identificaram uma
proteina de 61 kDa com atividade de catalase, que reagia com soro de pacientes
com paracoccidioidomicose e apresentava homologia funcional com catalases de
outros fungos. Essa proteina esta expressa em maior quantidade na forma de
levedura do fungo em comparacao com a forma miceliana, sendo induzida 20 min
apds a exposicdo das células fungicas ao peroxido de hidrogénio. Os autores
sugerem que essa proteina pode atuar como fator de viruléncia do P. brasiliensis,
por interferir com 0 mecanismo microbicida dependente de oxigénio.

Ensaios relativos a producao de O, produzidos por mondcitos tratados ou

ndao com IL-15 e desafiados com Pb18 mostraram que o fungo nao inibe a

producéo de O,". O escape do metabolismo oxidativo tem sido relatado para outros

(93-96) 97,98)

fungos patogénicos como Histoplasma capsulatum , C.albicans ,

991000 o A fumigatus "°"1%%). SLIGHT et al. %2 descreveram a

C.neoformans
presenca de uma toxina em esporos de A.fumigatus, capaz de inibir a producgéo de
O, por macréfagos alveolares de ratos e alterar a funcao das células, podendo ser
considerado um importante fator para a colonizacdo do fungo no pulméo e
expressao de seus efeitos patogénicos. Em trabalho recente, BORDON et al., ®
demonstraram que a mesma cepa virulenta de P.brasiliensis (Pb18), empregada
em nosso trabalho, desenvolve mecanismo de escape dos efeitos de mondcitos

nao ativados ou mesmo ativados por IFN-y através da indugédo de liberacdo de

prostaglandinas por essas células. Mondcitos humanos, quando desafiados com



essa cepa virulenta, produzem prostaglandinas que inibem a atividade fungicida
dessas células por meio da redugéo dos niveis de H,O, e TNF-a.

Nao observamos efeito da IL-15 sobre a liberagdo de O, induzida por PMA
nas culturas de mondcitos previamente tratados com IL-15 e infectados ou néo
com Pb18. Esses resultados associados aos do efeito da IL-15 sobre a producéo
de H>O, sugerem que a citocina nao exerce efeito modulador sobre o metabolismo
oxidativo de mondcitos estimulados com PMA ou Pb18. Resultados semelhantes
foram descritos por MASTROIANNI et al. %), avaliando o efeito in vitro de IL-15
sobre o estado funcional de neutréfilos de pacientes infectados com o virus da
imunodeficiéncia humana. Os autores mostraram que embora o tratamento das
células com IL-15 induza aumento da quimiotaxia e atividade fungicida dessas
células, a citocina ndao modula o burst oxidativo das células, avaliado por
quimioluminescéncia. Por outro lado, o efeito estimulatério de IL-15 sobre o
metabolismo oxidativo foi observado por VAZQUEZ et al. ®®, que verificaram uma
producao trés vezes maior de O, por mondécitos humanos tratados com IL-15 ou
IL-2 por 18 e 48h estimulados com PMA e uma significativa producdo de O,
quando as células foram desafiadas com conidios de C. albicans opsonizados em
relagdo as culturas ndo tratadas e ndo estimuladas. Contudo, a incubagdo de
mondécitos por 4h com a citocina nao induz producao de O, apds estimulo com
PMA e a producéao direta desse metabdlito também nao é detectada em células
que nao receberam estimulos em nenhum dos periodos analisados.

Os resultados obtidos na infeccao in vitro de mondcitos de individuos

saudaveis, com a amostra virulenta de P. brasiliensis, demonstraram que o fungo



€ capaz de estimular a sintese de citocinas pré-inflamatérias. Observamos que
nas culturas de mondcitos apenas infectados com Pb18, sem tratamento com IL-
15, os niveis de TNF-a, produzidos ao longo de 18 h de infeccdo dos mondcitos
com o fungo, foram significativamente mais elevados, em comparacdao com o
tempo de 4h. Estudos anteriores em nosso laboratério, avaliando a cinética de

(19) & por macréfagos peritoneais de

producédo de TNF-a por monécitos humanos
hamsters ©? infectados com a cepa 18 de P. brasiliensis, demonstraram que 0s
niveis mais elevados da citocina sdo obtidos no periodo de 18h de co-cultivo do
fungo com a célula fagocitaria. Producao elevada de TNF-a também foi observada
por FIGUEIREDO et al. "% apés desafio de camundongos com fragdo F1 da
parede celular das cepas Pb18 e Pb265 de P. brasiliensis. Assim, pode-se
considerar que a parede celular do P. brasiliensis estaria estimulando a producao
de TNF-a e a resposta imunoldgica do hospedeiro. A pré-incubacdo de monécitos
com IL-15 induziu efeito estimulatério significativo sobre a produgcédo de TNF-q,
quando as células foram desafiadas com a amostra virulenta do fungo, sendo esse
efeito mais acentuado no periodo de 18h de co-cultivo monécito-P. brasiliensis.
Além disso, nossos resultados mostram que o tratamento de monécitos com IL-15
também induz a producao de niveis significativamente mais elevados de TNF-a
em culturas controle, ndo estimuladas. Os resultados sugerem um papel
estimulador da IL-15 na regulacdo da sintese de TNF-a pelos mondcitos
infectados ou ndo com P. brasiliensis.

O tratamento de macrofagos com altas doses de IL-15 exerce efeito

estimulatorio sobre a producao de citocinas pré-inflamatérias como o TNF-a, IL-1



e IL-6 e anti-inflamatérias como a IL-10 ©®®. YANG et al. "°”) avaliaram o efeito da
IL-15 sobre a producédo de citocinas de padrao Th1 (IFN-y e TNF-a) e Th2 (IL-4 e
IL-10) por células mononucleares de sangue periférico de pacientes com
tuberculose, estimulados ou ndo Com PPD. Verificaram que o tratamento das
células com IL-15 aumentava a producéo de IFN-y e TNF-a e diminuia a de IL-4 e
IL-10 tanto nas células dos pacientes como de individuos controle saudaveis. Os
autores sugerem que a IL-15 pode aumentar a defesa contra a tuberculose,
podendo ser util no tratamento da doenca.

A producéo de IL-6 detectada nas culturas de mondcitos tratados com IL-15
apresenta um aumento significativo em relacdo as culturas nao-tratadas em
ambos os periodos de 4 e 18h. Apds o desafio com Pb18 houve um aumento na
producgéo de IL-6 com niveis semelhantes em células tratadas e nédo tratadas com
a IL-15, evidenciando que o Pb18 estimula a produgédo de IL-6 por mondcitos e
que a IL-15 n&o induz aumento na producdo de IL-6, mesmo quando as células
sdo submetidas ao estimulo com o fungo. Resultados anteriores mostram que a
cepa Pb18 induz niveis elevados de IL-6 quando co-cultivada com mondcitos

humanos ndo ativados por citocinas (498%108)

. Esses resultados sugerem que
componentes da parede celular do fungo sé@o provavelmente estimuladores
potentes da producao de IL-6. A comparacgao dos resultados a producédo de TNF-a
e IL-6 por mondcitos desafiados com Pb18 mostra que o fungo estimula a
producdo de ambas as citocinas. Na infeccdo de fagdécitos por microrganismos

patogénicos, a producdao de IL-6 pode ser estimulada por IL-1 e TNF-a e

representa um mecanismo de controle da ativagcdo da célula hospedeira. A



producado de IL-6 por macréfagos infectados com M. avium parece influenciar a

resposta imune do hospedeiro, impedindo a ativagdo dessas células por TNF

109)

recombinante Por outro lado, a producao de IL-6 por monécitos humanos

estimulados com componentes de C. neoformans pode ser independente de TNF-

110

o e 0s mondcitos sdo os principais responsaveis por essa liberagao ''%. Em vista

111)

disso, a sintese de IL-6 pode ser induzida tanto por TNF-a. """, como também por

112,113

acao direta de produtos microbianos, por via independente de TNF ¢ ). Assim,

os resultados da literatura sugerem que a IL-6 regula a produgédo de TNF-a e IL-1

(114

num mecanismo de feedback negativo ). Tendo-se em vista estudos que

demonstraram ser o TNF um potente indutor de IL-6 em culturas de fibroblastos
(119 "a existéncia de uma interacdo reciproca estimulatéria / inibitéria entre TNF e
IL-6, sugere uma relacdo complexa de grande importancia na regulacdo de muitas
atividades dessas duas citocinas '),

A pré-incubagao dos monécitos com IL-15 levou a maior producao de IL-10
pelas células, observada no periodo de 18h de infeccdo com Pb18. Os resultados
mostram que o Pb18 estimula a produgao de IL-10 por mondcitos e que a sintese
de IL-10 ocorre mais tardiamente, em relacdo a producado de TNF-a e IL-6, por
mondcitos infectados com o fungo, uma vez que nao detectamos essa citocina
apds 4h de co-cultivo. Esses resultados sdo semelhantes aos descritos por
SIQUEIRA et al. """ e corroboram os de SHIRATSUCHI et al. "'® que detectaram,

em culturas de mondcitos infectados com M.avium, niveis maximos de TNF-a

entre 6 e 24h e de IL-10 apos 24 e 48h.



De maneira semelhante aos resultados da producdo de TNF-o, a pré-
incubagcdo com IL-15 induziu aumento dos niveis de IL-10 pelos mondcitos
infectados com Pb18 e sugere seu papel regulador sobre a ativacdo dessas
células e sobre a sintese de citocinas inflamatérias. O efeito supressor da IL-10
sobre a producao de TNF-a e IL-1 por células mononucleares de sangue periférico
de individuos sadios estimuladas com C. neoformans, C. albicans e LPS foi
descrito por LEVITZ et al. ", Em estudo sobre a regulagcdo da sintese de

citocinas e prostaglandinas por IL-10, NIHO et al. (29

verificaram que TNF-a e
PGE. sdo moléculas chave na inducao de IL-10 por mondcitos estimulados com
LPS. O TNF-a pode também estimular diretamente a producado de mRNA para IL-
10, por mecanismo independente de PGE». Niveis elevados de IL-10 produzidos
inibem eficientemente a sintese de TNF-a, PGE,, bem como da prépria IL-10,
regulando, portanto, a resposta inflamatéria in vivo. Em vista desses resultados,
podemos sugerir que a maior concentracdo de IL-10, obtida nas culturas de
mondcitos tratados com IL-15 e infectados com Pb18, poderia ser decorrente do
efeito estimulatério da IL-15 sobre a producdo de TNF-a observado no presente
trabalho.

A produgéo de IL-15 no sobrenadante de cultura de mondécitos foi detectada
somente ap6s 18 h de co-cultivo com LPS ou Pb18, porém os niveis da citocina
foram muito baixos e nao diferiram dos observados na cultura controle nao
estimulada. Além disso, esses niveis foram significativamente menores em relacao
as culturas somente tratadas com IL-15. Esses resultados sdo surpreendentes e

diferem dos obtidos na literatura. Segundo CARSON et al. " | o estimulo de



mondcitos humanos com LPS leva ao aparecimento da proteina IL-15 ap6s 5h de
cultivo das células com a endotoxina. Além disso, a adicao de LPS ou GM-CSF na
cultura dessas células resulta na mobilizacdo da IL-15 estocada intracelularmente
para a membrana plasmatica "2V

Dados da literatura alertam para a dificuldade de deteccédo de IL-15 em
sobrenadante de cultura de células, apesar de uma ampla distribuicdo dessa
citocina nos varios tecidos e células. Segundo alguns autores, a maioria das
culturas primarias e linhagens de células que expressam mRNA para IL-15 nao

122-124

liberam niveis detectaveis dessa citocina em meio de cultura ). Por outro

lado, o receptor soluvel de IL-15 (slL-15Ra) é encontrado tanto na membrana

125, 58

celular quanto na forma soltvel ' ) e pode formar complexos do tipo receptor-

ligante com a IL-15 produzida, dificultando a deteccéo de IL-15 livre no soro e em

126)  Assim, os baixos niveis de IL-15 produzidos mesmo

sobrenadantes de cultura
apos estimulo dos mondcitos com LPS e Pb18 poderiam ser explicados pela
neutralizacao da citocina produzida pelo receptor soluvel presente na cultura.
Nossos resultados mostrando maior producao da IL-15 apés tratamento dos
mondécitos com IL-15 recombinante, sugerem um efeito autocrino dessa citocina

127 Quando os mondcitos

sobre os mondcitos, reforcando dados da literatura
foram tratados com IL-15 e entdo desafiados por 18h com o Pb18 houve um
aumento significativo na producdo dessa citocina, demonstrando que a IL-15 pode
regular sua prépria producao.

De acordo com MUSSO et al. ©®® mesmo que o mRNA para IL-15 seja

constitutivamente expresso em monécitos e macréfagos e induzido por uma



variedade de estimulos, evidéncias de secrecdo dessa citocina sdo encontradas
excepcionalmente em condicées patolégicas, como inflamagdes crbnicas e
doencas auto-imunes. Niveis significativamente elevados de IL-15 podem ser

128) & no soro de

detectados no soro e liquor de pacientes com esclerose mdltipla
40% dos pacientes com lupus eritematoso sistémico. Altas concentracdes de IL-15
nesses pacientes se correlacionam com a expressao de proteinas anti-apoptoticas

Bcl-2 e CD25 em linfécitos desses pacientes (129

Na fase ativa do lupus
eritematoso observa-se aumento da sintese e liberacdo de IL-15 por mondcitos
estimulados in vitro com IFN-y e LPS, bem como o aumento do numero de

130) Esses dados levantam a

mondcitos contendo IL-15 associada & membrana ¢
possibilidade de que mondcitos expressem preferencialmente IL-15 ligada a
membrana. Explorando essa hipdtese, MUSSO et al. °® demonstraram que a IL-
15 biologicamente ativa é detectavel na forma associada a membrana de
mondcitos humanos normais e de linhagens monociticas, mas ndo em células T
ou B. Assim, sugerem que a maioria dos efeitos biolégicos da IL-15, sob
condicOes fisiolégicas, ocorre dependentes da forma da citocina ligada a
membrana.

A IL-15 presente na membrana possui a capacidade de mediar eventos de
sinalizagdo reversa, especialmente em mondcitos e células de carcinoma de

(125, 126, 131)

préstata Essa sinalizacdo reversa aumenta significativamente a

producdo de citocinas pré inflamatérias como TNF-a, IL-6 e IL-8, indicando a
relevancia desse processo para a complexa funcdo imunomodulatéra destas

células 12>131),



A andlise comparativa dos efeitos do tratamento com IL-15 sobre a
atividade fungicida e a producao de H>O,, O, e citocinas por mondécitos infectados
com P.brasiliensis mostra que a IL-15 estimula a atividade fungicida dessas

células, provavelmente por aumento da producdo de TNF-a. A associacdo entre

atividade fungicida eficiente e producdo elevada de TNF-o por mondcitos

(2939) " Entretanto, essa

corrobora resultados prévios descritos na literatura
atividade nao parece ser dependente da producdo tanto de H.O, como de O,
uma vez que o tratamento de monécitos com IL-15 ndo induziu aumento na
producdo desses metabdlitos reativos do oxigénio durante o desafio dos
mondcitos com Pb18. Esses resultados diferem dos obtidos por CALVI et al. ©9
que sugerem ser H.>O, um metabdlito importante para a atividade fungicida de
mondcitos estimulados por IFN-y e TNF-o. e dos de CARMO et al. ®¥ que
associaram a atividade fungicida de mondcitos humanos, estimulados por TNF-o
ou TNF-a associado a IFN-y sobre Pb18 a producéo de H>.O, , uma vez que esse
processo foi inibido significativamente na presenca de catalase. Porém, o mesmo
nao ocorreu na presenca de inibidores de O ou de NO, sugerindo que H20-
participa da atividade fungicida, enquanto NO ndo parece estar diretamente
envolvido na morte de P.brasiliensis por mondcitos humanos. Em trabalho recente
RODRIGUES et al. *® demonstraram o envolvimento de H,O. na atividade
fungicida de neutréfilos humanos contra P.brasiliensis, quando essas células
foram ativadas in vitro por IFN-y, TNF-a ou GM-CSF. A inibicdo dessa atividade na
presenca de catalase e de superoxido dismutase mostra que H.O, e O

participam como moléculas efetoras nesse processo. Entretanto, resultados



anteriores obtidos com macréfagos alveolares e peritoneais murinos, mostram que

essas células matam P.brasiliensis por mecanismo independente do metabolismo

35,133

oxidativo ). Além disso, a producdo de NO tem sido descrita como eficiente

(134,38,135,136

na inibicdo da replicagdo e na morte de P.brasiliensis ) e de outros

(137 (138

fungos como C.albicans ®*” e C.neoformans '®*® por fagécitos mononucleares
murinos. Por outro lado o papel do NO na atividade antifungica de células
humanas nao esta ainda bem definido. A secrecdo de NO e a expressdo da
enzima Oxido nitrico sintase induzivel (iNOS), envolvida na conversdo de L-
arginina  em NO por mondcitos humanos, tem apresentado resultados

139-142

controversos na literatura ). Esse metabdlito ndo parece estar envolvido na

(143) (144)

morte de  C.neoformans , A.fumigatus , H.capsulatum %

e de
P.brasiliensis ©V. Entretanto, a expressdo de iINOS foi descrita por macréfagos e
células gigantes presentes em granulomas de linfonodos e mucosa oral de

146) ' Assim, o envolvimento de NO na morte de P.brasiliensis

pacientes com PCM
nao esta ainda claramente definido e merece maiores estudos.

Por outro lado, macrofagos podem destruir microrganismos por
mecanismos nao oxidativos, tais como acidificagdo dos fagossomas, lisozima,

13,147 Portanto, é

proteinas catiénicas e componentes do sistema complemento
possivel que o tratamento prévio com IL-15 possa ativar outros mecanismos
microbicidas do mondcito, causando a morte do P.brasiliensis.

No seu conjunto, os resultados do presente trabalho mostram que a IL-15
tem efeito modulador sobre mondcitos humanos infectados com P.brasiliensis,

caracterizado por aumento da atividade fungicida e produgédo de citocinas pré e

anti-inflamatérias durante o confronto fungo-mondécitos. Assim, a continuidade dos



estudos sobre os mecanismos envolvidos na regulacédo da sintese de citocinas e
na atividade fungicida de mondcitos humanos modulada pela IL-15 poderédo
contribuir para melhor compreensdo da interagdo fungo-hospedeiro na

paracoccidioidomicose.



7. CONCLUSOES

1. A IL-15 induz atividade fungicida eficiente em mondcitos humanos contra o P.
brasiliensis, sendo esse efeito dose-dependente.

2. O tratamento de mondcitos com IL-15 nédo interferiu com a producéo de H.0O, e
O, pelas células desafiada com P. brasiliensis, sugerindo que a atividade
fungicida parece ser independente do metabolismo oxidativo.

3. A IL-15 modula a produgéo in vitro de TNF-a e IL-15 em mondécitos infectados
com Pb18.

4. A interacdo de mondcitos humanos com leveduras de P. brasiliensis induz a

producédo de TNF-q, IL-6 e IL-10.
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RESUMO

A interleucina-15 (IL-15) € uma citocina pré-inflamatéria produzida principalmente
por mondcitos e macréfagos em resposta a agentes infecciosos, desempenhando
importante papel modulador na imunidade inata e adaptativa. O objetivo do
presente trabalho foi avaliar o efeito da IL-15 sobre a atividade fungicida,
metabolismo oxidativo e a producdo de citocinas por mondcitos humanos,
infectados in vitro com cepa virulenta de Paracoccidioides brasiliensis (Pb18).
Monécitos de sangue periférico, obtidos de individuos saudaveis, foram pré-
incubados na auséncia ou presencga de IL-15 (12,5, 25 e 50 ng/mL) por 24 h a
37°C e infectados com Pb18 na proporcdo de 50 mondcitos para uma célula
fungica durante 4 h e 18 h. A atividade fungicida de mondcitos foi determinada
apos 4 h pela recuperacao de fungos viaveis por plaqueamento das co-culturas
em meio BHI-agar. O metabolismo oxidativo foi avaliado pela liberagcdo de
peréxido de hidrogénio (H-O,) e de anion superéxido (O2") nas culturas desafiadas
com Pb18 e estimuladas com phorbol myristate acetate (PMA) durante 60 mim. A
producdo de fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), IL-6, IL-10 e IL-15 foi
determinada por ensaio imunoenzimatico (ELISA) nos sobrenadantes das co-
culturas obtidos ap6s 4 e 18 h de incubacao. Os resultados mostraram que a pré-
incubacdo de mondcitos com IL-15 induziu aumento significativo na atividade
fungicida contra Pb18 de maneira dose-dependente, sendo esse efeito
neutralizado pela adicado de anticorpo monoclonal anti-IL-15. O tratamento com IL-
15 nao interferiu na capacidade de liberacdo de H O, e O, por mondcitos
desafiados com Pb18 sugerindo que a atividade fungicida estimulada por IL-15
ocorre por mecanismos independentes do metabolismo oxidativo. Mondcitos
infectados com o fungo, na auséncia de IL-15, produziram niveis de TNF-a, IL-6 e
IL-10 significativamente maiores apdés 18 h de co-cultivo. O pré-tratamento de
mondcitos com IL-15 induziu a producao de niveis significativamente mais
elevados de TNF-a, IL-10 e IL-15 pelas células desafiadas com o fungo, sugerindo
efeito autdcrino e modulador da IL-15 na producdo de citocinas pro e anti-

inflamatdrias durante a infecgcdo de mondcitos com P.brasiliensis.



ABSTRACT

Interleukin-15 (IL-15) is a pro-inflammatory cytokine especially produced by
monocytes and macrophages against infectious agents and that play a pivotal role
in teh innatte and adaptive immune response. The aim of this study was to analyze
the effects of IL-15 on fungicidal activity, oxidative metabolism and cytokine
production by human monocytes challenged in vitro with a virulente strain of
Paracoccidioides brasiliensis (Pb18). Peripheral blood monocytes obtained from
healthy individuals were pre-incubated for 24h with or without human recombinant
IL-15 (12.5,25 and 50 ng/mL), and then challenged with Pb18 in a ratio of 50:1
monocytes:fungi. Fungicidal activity of monocytes against Pb18 was assessed by
viable fungi recovery from 4 h co-cultures after plating in BHI-agar. Oxidative
metabolism was evaluated by hydrogen peroxide (H-O.) and superoxide anion
(O2) release in the monocyte cultures challenged by Pb18 and stimulated with
phorbol myristate acetate (PMA) for 60 min. Tumor necrosis factor-alpha (TNF-a),
IL-6, IL-10 and IL-15 production by monocytes were determined in culture
supernatants by enzyme immunoassay (ELISA). The results showed that IL-15
ehanced fungicidal activity against Pb18 in a dose-dependent pattern. This effect
was abrogated by additon of anti-IL-15 monoclonal antibody to the co-cultures. No
significant effect of IL-15 on H>O, and O: release by monocytes was observed
suggesting that the fungicidal activity was independent of oxidative metabolism
activation. Monocytes infected with P. brasiliensis in the absence of IL-15,
produced significantly higher levels of TNF-a, IL-6 and IL-10 after 18 h of co-
culture in comparison to experiments of 4h-incubation with the fungus. The pre-
treatment of monocytes with IL-15 induced significant higher levels of TNF-a, IL-10
and IL-15 production by these cells challenged with the fungus. These results
suggest an autocrine and modulatory effect of IL-15 on pro- and anti-inflammatory
production during monocyte infection with P.brasiliensis.
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