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CAPITULO |

1. REVISAO DA LITERATURA

A imunidade inata ou inespecifica apresenta grande importancia no
combate a fungos patogénicos. Dentre os varios mecanismos naturais de
defesa, os mondcitos e macrofagos desempenham papel central na resisténcia
aos fungos, devido a sua participacdo na reacdo inflamatéria e na atividade
fungicida. Tais atividades sado dependentes de mecanismos de ativacdo desses
fagocitos, induzidos pelos fungos e, principalmente, por citocinas produzidas
pelas células durante a interacdo com o parasital™®. Disturbios da atividade
funcional dessas células podem ocasionar o desenvolvimento da doenga ou a
morte do microrganismo e, ainda, influenciar o padrdo da resposta imune
adaptativa. A interacdo entre o fungo e as células do hospedeiro pode
determinar varias alteracbes metabdlicas, responsaveis pelos sintomas
clinicos, apresentados por pacientes com infeccéo fungica.

Os mondcitos/macréfagos sdo células do sistema mononuclear
fagocitario, importantes na defesa do hospedeiro®. Essas células podem ser
ativadas em consequéncia da interagdo com microrganismos e seus produtos,
tais como endotoxinas e componentes da parede celular®’ e também por meio
de citocinas, como interferon-gama (IFN-g)8, fator estimulador de colénias de
granuldcitos e macrofagos (GM-CSF) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-
a)"%12 O macréfago, quando ativado apés a exposicdo a esses estimulos,
apresenta alteracdes metabdlicas, como o aumento das atividades fagocitica,

1314 'modificacBes bioquimicas®®, maior capacidade de
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microbicida e citotdxica
aderéncia e de espraiamento sobre superficies de vidro"*°, expressao elevada
de moléculas de classe Il do complexo principal de histocompatibilidade® e,
maior producdo de metabdlitos reativos do oxigénio e nitrogénio®’?°. Mondcitos
e macrofagos sdo células com grande capacidade para a producdo de citocinas
como TNF-a, interleucina-1 (IL-1), IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 e fator transformador
do crescimento-beta (TGF-b). Todas essas citocinas apresentam atividade
estimuladora ou supressora sobre o0s macréfagos, interagindo com o0s
receptores especificos presentes nessas células e modulando a sua

funcdo??2,



Citocinas como IFN-g, TNF-a, IL-1, IL-8 e GM-CSF sao importantes no
processo de ativagcdo do macréfago, enquanto que IL-6, IL-10 e TGF-b séo

2324 0 desequilibrio na

consideradas fatores de desativacdo dessa célula
producdo 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®.

Os macroéfagos podem ser ativados durante o processo inflamatorio, em
resposta a infeccdo por microrganismos, tais como o Mycobacterium
tuberculosis e outras espécies relacionadas, sintetizando e liberando véarias
citocinas, como a IL-1, TNF-a, IFN-g, IL-6 e IL-8°°%°. Como mediadores
inflamatérios, essas citocinas podem ser importantes moduladores da resposta
imune local e sistémica.

A Interleucina-1 € uma citocina multifuncional no processo de ativagéo
celular, sendo sua atividade biologica semelhante a do TNF-a, e em menor
propor¢cdo a da IL-6. Inducdo de IL-6, fatores estimuladores de colénias e
guimiocinas estdo envolvidos em muitas das atividades in vitro e in vivo
mediadas pela IL-1%°.

Apesar de ser descrita como pirégeno endogeno, a IL-1 é considerada
potente citocina inflamatoria, capaz de induzir a producao de prostaglandina E;
(PGE,), podendo auxiliar na ativacdo de mondcitos®®. A producéo de IL-1 ndo é
constitutiva, mas transitoriamente induzida por grande variedade de células e
por diversos estimulos, tais como virus, bactérias, lipopolissacaride (LPS) e
éster de forbol. Além disso, h4 uma rede de citocinas que atua nessa inducéo.
Dessa forma, IL-1 induz producdo de TNF e vice-versa. Ambas induzem IL-6,
gue suprime a producao de IL-1 induzida por TNF ou endotoxinas e também
inibe a producdo de TNF induzida por endotoxinas. Isso demonstra que essas
citocinas sdo capazes de estimular sua prépria producéo e regulacdo. Efeitos
sistémicos da IL-1, como febre e diminuicdo do apetite, sdo vistos como
dependentes de uma possivel atividade humoral dessa citocina sobre o
organismo e ocorrem como resultado de toxemia, septicemia, lesdes extensas
ou injecdo intravenosa de antigenos?®’.

As células sanguineas, no caso os leucocitos, também sintetizam TNF-

a, outra citocina com atividades de amplo espectro imunorregulatorio,

metabdlico e inflamatério®'. Essa citocina promove inflamac&o, possivelmente



através da inducdo de moléculas de adesdo, fatores quimiotaticos para
macrofagos e neutréfilos, proteinas de fase aguda e geracdo de outras
citocinas proé-inflamatorias, tais como IL-1 e IL-6. Apesar de ser derivado
principalmente de mondcitos e macrofagos, outros tipos celulares incluindo
linfocitos e neutréfilos também secretam TNF-a em resposta a varios
estimulos®*33,

Quando produzida em quantidades apropriadas, as citocinas pro-
inflamatérias exercem um papel benéfico como mediadores da resisténcia do
hospedeiro a agentes infecciosos. Entretanto, sua superproducao pode levar a
toxicidade local e sistémica incluindo febre, caquexia, sindrome séptica e
morte>*,

Essas moléculas imunomoduladoras parecem ser de grande importancia
na ativacdo de mecanismos bactericidas intracelulares. O TNF recombinante
tem sido associado in vivo e in vitro com morte de células tumorais e

parasitas®>°.

Considerada a citocina produzida mais precocemente em
resposta a varios estimulos, o TNF foi detectado no soro dentro de 2h apos a
injecdo intravenosa de LPS em voluntarios saudaveis®’. Além disso, esta
associado aos efeitos deletérios do LPS, indicando sua capacidade de
influenciar numerosas vias biologicas, que podem ser importantes na
resisténcia a doencas infecciosas®.

O TNF-a é capaz de induzir aumento na atividade microbicida de
monaocitos/macrofagos e, devido a essa propriedade, tem sido amplamente
estudado em micoses sistémicas causadas por Blastomyces dermatitidis™®,
Candida albicans**!, Cryptococcus neoformans*?, Histoplasma capsulatum® e
Paracoccidioides brasiliensis**.

Com relacdo as células humanas, Denis & Gregg*® relataram que
macréfagos cultivados na presenca de 1000 U/mL de TNF-a apresentaram
aumento na fagocitose de M. avium, reduzindo, dessa forma, o crescimento da
bactéria, assim como anteriormente observado por Bermudez & Young?!, que
verificaram associacdo entre presenca de TNF recombinante e aumento da
morte intracelular de M. avium por macréfagos humanos.

Por outro lado, a superproducdo sistémica de TNF-a pode estar

relacionada com efeitos sistémicos e ndo-protetores ou até mesmo deletérios,



como inducdo da febre, anorexia, diarréia e estado de caquexia®®, também
descritos na coccidioidomicose*’ e na tuberculose®®.

O TNF-a atua ainda como indutor fisiologico na sintese e secrecdo de
interleucina-6 por diversas células em resposta a um estimulo, como
LPS3449%0  Entretanto, a IL-6 também pode ser induzida diretamente por
produtos microbianos, por uma via independente de TNF>! e participa de um
mecanismo de controle negativo que regula a producéo de TNF-a 2.

A interleucina-6 € uma citocina produzida por uma grande variedade de
células e demonstra inUmeras atividades, inclusive sua importancia como
mediador chave no controle do crescimento, diferenciacdo e funcdo celular®.
Tem sido demonstrado que essa citocina promove 0 crescimento de
plasmocitomas e hibridomas®, a secrecdo de imunoglobulinas por células B>,
a estimulacdo de colénias por células progenitoras hematopoiéticas™®, o
desenvolvimento de células T citotdxicas®’, ativacdo da funcéo de neutréfilos®®
e o crescimento e diferenciacdo de timécitos e linfécitos T°3°°. As origens
celulares dessa citocina sao tdo diversas quanto seus efeitos, e incluem células
monociticas®®°, fibroblastos®, células endoteliais®?, células T e B®, linfocitos

)94 e neutréfilos®. Todos esses dados

grandes e granulares (LGL
demonstram que a IL-6 possui tanto propriedades anti-inflamatérias®® como
pro-inflamatérias®®.

A IL-6 é a principal citocina indutora de resposta de fase aguda em
infeccdes, mediando a sintese e liberacdo de proteina C reativa e de outras
proteinas de fase aguda que exercem papel anti-inflamatério®’. Dessa forma,
entende-se que a funcédo dessa citocina seja a de desencadear um processo
capaz de neutralizar os efeitos do TNF e de outros mediadores da
inflamag&o®®.

A producao de IL-6, por macrofagos e mondcitos, ocorre apos liberacéo
de IL-1b, e pode ser aumentada por TNF-a e IL-1b®% e controlada pela
producdo de TGF-b, IL-4 e IL-107°. Na andlise de citocinas produzidas por
monaocitos de pacientes com paracoccidioidomicose (PCM), observou-se menor

capacidade de sintese de TNF-a e IL-6 apds estimulo dessas células com LPS,

associada a niveis elevados de IL-10 e TGF-b. Esses resultados sugerem que



IL-10 e TGF-b possam desempenhar papel inibidor na sintese das citocinas
inflamatdrias durante doenca ativa**.

Bermudez et al.’*

, estudando a producdo de IL-6 por macréfagos
infectados com M. avium e seus efeitos na capacidade de inibir o crescimento
ou morte intracelular da bactéria, sugerem que a IL-6 pode influenciar a
resposta imune do hospedeiro, impedindo a ativacdo dessas células por TNF
recombinante. De fato, a incubacdo de macréfagos com IL-6 diminuiu
significativamente a expressdo de receptores e producdo de TNF nos
macrofagos, sendo antagonista a atividade micobacteriostatica e
micobactericida mediada por TNF>268.71.72,

Resultados semelhantes foram obtidos por Denis & Gregg®™, que
observaram ser a incubacdo de macréfagos com IL-6 responsavel pelo
aumento significante no crescimento de M. avium em macrofagos humanos, 4
a 7 dias apos a infeccdo. O numero de unidades formadoras de coldnias,
determinado em culturas de mondcitos tratados com IL-6, foi maior que o
obtido em culturas ndo tratadas. Segundo os autores, a IL-6, por si propria ou
por um fator secretado por células tratadas com IL-6, promove a multiplicacédo
extracelular de M. avium, sugerindo a sua utilizacdo como fator de crescimento
pelo parasita. Em outro estudo, Denis’® também verificou maior crescimento de
L. monocytogenes em culturas de macréfagos incubados com IL-6.

Outros trabalhos também tém demonstrado que a IL-6 exerce efeito
modulador sobre a sintese de citocinas inflamatérias, uma vez que inibe a
producdo de TNF-a e IL-1b induzida por LPS em culturas de mondcitos

humanos, em culturas de células U937 e in vivo®>%®

ou em pacientes com
cancer tratados com IL-6 recombinante®®. Em modelo murino de choque
séptico, Starnes et al.”* observaram que a administracdo de anticorpo anti-IL-6
antes do desafio letal por Escherichia coli causava protecdo contra morte e
levava a um aumento na atividade bioldgica do TNF sérico, em comparacéo
com animais controles. Os autores concluiram que a IL-6 € um mediador na
infeccao letal por E. coli, ou seja, faz parte de um feedback negativo, que
blogueia a producéo de TNF-a.

Além disso, a IL-6 pode aumentar a replicacdo do HIV em linhagens de
células monociticas e tem um efeito sinérgico com TNF-a e com GM-CSF na

|76

expressdo do HIV™. Breen et al.”®, em culturas de mondcitos de sangue



periférico de individuos infectados com HIV, detectaram altos niveis de IL-6
plasmética e de seu RNAm, sugerindo o envolvimento da IL-6 na patogénese
da infeccéio por HIV, bem como nos diferentes estagios de infeccéo’’.

A presenca de citocinas com  atividade  potencialmente

imunossupressora como TGF-b, IL-6 e IL-10, em fases iniciais da infec¢cao por

M. avium, pode ser a causa provavel de resposta imune inadequada para
induzir a morte do microrganismo’®. Nesse mesmo sentido, foi observado um
aumento nos niveis dessas citocinas em individuos infectados com HIV-1 em

79,80

fase avancada da doenca’™®", corroborando com outros trabalhos onde foi

avaliada a atuacdo de citocinas como a IL-6 na sindrome induzida por

enterotoxina estafilocécica B (SEB)®

e a IL-10 na infeccdo de camundongos
C57BL/6 desafiados com Leishmania major®:. Juntas, essas citocinas
supressoras regulam varios sinais da resposta inflamatoria, inibindo-os ou
atenuando-os frente & progressdo da pleurisia®®, assim como anteriormente
visto em individuos co-infectados com HIV e M. avium®3,

A IL-10 inibe ativacdo e producéo de citocinas por células CD4* Th1%,
Entretanto, essa habilidade é descrita como indireta, isto €, ocorre via inibi¢cao
da funcdo de mondcitos/macréfagos através da diminuicdo na expressao de
moléculas de classe Il ligadas ao complexo de histocompatibilidade
principal®®® e da sintese de citocinas. Dessa forma, a IL-10 inibe
potencialmente a producdo de IL-6 e TNF-a por mondcitos/macrofagos
ativados®®8,

Em adicdo aos efeitos indiretos sobre a sintese de citocinas por Thl, a

IL-10 parece ser extremamente importante na diminuicdo da sintese de IFN-g
por Thl, em culturas de células derivadas de animais infectados com parasitas
como Nippostrongylus brasiliensis ou Schistosoma mansoni®®.

O papel desativador da IL-10 sobre macrofagos ativados por IFN-g
também tem sido detectado na atividade microbicida contra S. mansoni®,
Trypanosoma cruzi®?, C. albicans® e Toxoplasma gondii®*. De forma
semelhante, varios autores detectaram niveis elevados de IL-10 em pulmé&o de
animais com pneumonia causada por Streptococcus, Klebsiella pneumoniae e
Pseudomonas aeruginosa. A neutralizacdo dessa citocina levou a um aumento

na producéo local de TNF-a e IFN-g, resultando em maior atividade microbicida



e reducdo da bacteremia, com conseqlente aumento da sobrevida dos
animais®.

O efeito dessa citocina sobre células mononucleares de sangue
periférico de individuos sadios, estimuladas com C. neoformans, C. albicans e
LPS, foi demonstrado pela atividade inibidora dessa citocina sobre a producao
de TNF-a e IL-1%°. Em pacientes com paracoccidioidomicose, Romano et al.®’
verificaram o papel imunossupressor da IL-10 pela inibicdo dessa citocina por
anticorpos anti-IL-10, deixando livre a via co-estimulatéria mediada por CD28,
gue resultou em aumento na proliferacao celular e nos niveis de IFN-g.

Resultados obtidos com neutralizacdo de IL-10 evidenciaram
restauracdo da producdo de TNF-a e IL-6 no soro de pacientes infectados com
Neisseria meningitidis®. Assim, a IL-10 pode exercer um importante papel
funcional na regulacdo da resposta de macréfagos ao LPS em bacteremia e
endotoxemia humana. Essas observagbes sugerem que a IL-10 desempenhe
papel central na modulacdo da resposta inflamatoéria, representado por um
importante feedback negativo na producdo excessiva de citocinas pro-
inflamatérias®.

Em relacdo ao estudo de micoses sistémicas, ha relatos de que
macréfagos ativados tém importante papel na resisténcia observada na
coccidioidomicose, histoplasmose, blastomicose e paracoccidioidomicose!®%10,
Essas células realizam ingestdo e inativacdo de microrganismos invasores e
interagem com linfécitos T e B, promovendo producdo de citocinas e
reconhecimento e/ou processamento do antigeno%%1%2,

A producédo de citocinas, como TNF-a, IL-1 e IL-6, € observada em
estudos in vitro, apds estimulo de macrofagos e mondécitos humanos com
Coccidioides immitis*’, C. neoformans!®*1% C. albicans'®, Malassezia spp'®
e P. brasiliensis!®"1%® demonstrando que essas células podem ser fontes
importantes de citocinas inflamatorias.

Estudos experimentais e em pacientes com paracoccidioidomicose
permitem sugerir que a resisténcia ao fungo parece ser dependente das
atividades de células T e macrofagos, mediadas por IFN-g e outras citocinas,
destacando-se o papel do TNF-a. O aumento dos niveis séricos de TNF-a tem
sido considerado como fator importante na defesa contra o P. brasiliensis

109110 Em modelos experimentais desta micose, 0 TNF-a tem sido considerado



citocina fundamental na defesa contra fungos patogénicos. Parise-Fortes et
al.’®! verificaram que co-culturas de macréfagos peritoneais de hamsters
desafiados com a cepa virulenta Pb18 de P. brasiliensis apresentavam, em
estagios iniciais de infeccdo, altos niveis de TNF-a, limitando a disseminacéo
do fungo, através da ativacdo macrofagica e, conseqiente, aumento da
atividade fungicida.

Souto et al.l!

demonstraram que camundongos geneticamente
deficientes do receptor de TNF-a, foram incapazes de controlar a infeccdo por
P. brasiliensis, ndo desenvolvendo resposta granulomatosa ao agente
agressor. Deplecéo de TNF-a, durante infecgcbes murinas com H. capsulatum e
C. albicans reduziu a eliminacdo dos fungos, levando a morte dos
animais'?113,

Embora os mecanismos envolvidos na destruicdio do fungo por
mondcitos e macréfagos ativados néo estejam ainda totalmente esclarecidos, a
atividade fungicida de mondcitos humanos contra o P. brasiliensis parece ser
dependente da producdo de perdxido de hidrogénio (H2O) por essas células
ap6s ativacdo com IFN-g @ TNF-a'!*. O efeito sinérgico entre essas duas
citocinas é essencial para a resisténcia do hospedeiro contra infec¢des por
microrganismos intracelulares''® e para uma eficiente atividade fungicida contra
o P. brasiliensis!®®!1¢,

Experimentos utilizando células murinas tém demonstrado que
macrofagos ativados por IFN-g ou linfocinas nédo purificadas adquirem a
capacidade de digerir o P. brasiliensis, podendo desempenhar fungdes efetoras
importantes contra o fungo®. Cano et al.* verificaram que macréfagos
cultivados em presenca de linfocinas obtidas de células de baco de animais
imunizados aumentaram a capacidade de destruir conidios do fungo. Através
de estudos ultra-estruturais de leveduras de P. brasiliensis no interior de
macrofagos ativados foi possivel demonstrar que, apds 4 horas de interagao,
ocorre a desintegracdo citoplasmatica e o esvaziamento das células fangicas
restando apenas a parede celular''’. Por outro lado, o tratamento prévio de
monadcitos humanos com IL-10 inibe atividade fungicida dessas células
ativadas com TNF-a!'8. Moreira et al.''®, empregando macréfagos peritoneais

de camundongos ativados com IFN-g, detectaram a participacdo de H,O; e de
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oxido nitrico (NO) na atividade fungicida contra o P. brasiliensis e
demonstraram o papel inibitério da IL-10 sobre a atividade fungicida induzida
tanto por IFN-g quanto por TNF-a. Portanto, a atividade fungicida da célula
fagocitaria parece depender do balango entre citocinas estimuladoras e
supressoras produzidas pela célula, durante a interacdo com fungo.

Na paracoccidioidomicose, niveis enddgenos elevados de IL-1b, IL-6, IL-
8, IL-10, TNF-a e TGF-b foram detectados em sobrenadantes de culturas de
mondcitos** e no plasma e lavado broncoalveolar (LBA) de pacientes,
confirmando o elevado estado de ativacdo dessas células durante a doenca
ativa'®. Por outro lado, niveis elevados de TNF-a tém sido associados &
patogénese de outras doencas infecciosas, como tuberculose®®, meningite

e tripanossomiase’®! levando a uma toxicidade sistémica,

meningocécica’?
representada por sinais clinicos como febre, anorexia, diarréia e perda de
peso®.

Assim, a producdo sistémica exacerbada de citocinas, durante as
infeccdes fangicas, pode ser responsavel pelos diversos sintomas e disturbios
metabdlicos, séricos e hematolégicos encontrados com frequéncia em
pacientes com outras micoses Sisttmicas e provavelmente na
paracoccidioidomicose.

Os resultados da literatura, referentes a interacdo fungo-célula
fagocitaria, tém sugerido que componentes da parede celular ou da capsula de
fungos patogénicos sdo importantes na modulagdo da resposta imune do
hospedeiro, por sua capacidade de induzir a producdo de citocinas,
contribuindo tanto para a regressdo como para a patogénese da doenca.
Alguns componentes da cépsula de C. neoformans como glicuronoxilomanana,
galactoxilomanana e manoproteinas apresentam capacidade de promover a
sintese de citocinas como TNF-a, IL-6 e IL-1034104122124  Aq manoproteinas

sdo as melhores indutoras de IL-6 e TNF-a, quando comparadas as

galactoxilomananas e glicuroxilomananas?21%312,

Assim, o emprego dos
componentes de cpsula e da parede fangica pode ser muito importante para
elicitar a resposta inflamatoria, formagéo de granulomas e disturbios imunes,
gue podem interferir com a resposta especifica e inespecifica do hospedeiro.
Outros componentes da parede fungica podem estar envolvidos com a

estimulacdo de macrofagos e indugdo da sintese de citocinas. Em B.
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dermatitidis, a a-glucana tem papel importante na exposicdo de proteinas
antigénicas que estimulam a resposta imunitaria, facilitando a destruicdo da
levedura. A a-glucana parece esconder a molécula WI-1, capaz de ligar-se a
receptores CD14 e estimular a sintese de TNF-a?%?’ Esta glucana também
foi detectada na fracdo F2 da parede celular de P. brasiliensis, parecendo estar
envolvida com a diminuicdo da interagcdo fungo/fagécito, facilitando a
adaptacao fungica ao hospedeiro e propiciando a evasédo do P. brasiliensis dos
mecanismos de defesa'?®,

O estudo do perfil de citocinas produzido durante a infeccédo in vitro de
mondcitos 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 as citocinas inflamatorias IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-a,
como IL-10, com atividade antiinflamatdria, em comparacdo com cepa pouco
virulenta. Esses resultados sugerem que cepas virulentas do fungo podem ser
responsaveis por um desequilibrio prolongado na producdo de citocinas,
durante a infeccéo do hospedeiro®®’.

Em conjunto, os trabalhos da literatura sugerem que, enquanto na
paracoccidioidomicose os mecanismos ativadores das células fagocitarias, via
liberacdo de citocinas produzidas por células CD4+ ou pela propria célula
fagocitaria estdo parcialmente entendidos, ndo ha relatos com relagdo ao papel
de citocinas supressoras sobre a atividade das células fagocitarias. A
interferéncia sobre a producdo de citocinas ativadoras do macréfago, como
IFN-g e TNF-a, poderia representar um mecanismo através do qual o fungo
promoveria a sua sobrevivéncia no interior das células.

A IL-6 poderia desempenhar um importante papel nesse processo, uma
vez que ha indicacdo de que essa citocina possa ter papel patogénico sobre o
desenvolvimento de algumas infeccoes. Adicionalmente, na
paracoccidioidomicose, niveis elevados de IL-6 sdo observados no soro'?® e
em cultura de mondcitos de pacientes com a doenca ativa**. Entretanto, ndo ha
trabalhos analisando o papel dessa citocina na interacdo P. brasiliensis/células
fagocitarias. Portanto, o estudo da producdo de IL-6, por mondcitos humanos
infectados com P. brasiliensis, bem como a analise de seu efeito sobre a
atividade fungicida e a producdo de citocinas por essas células, poderiam

contribuir para o melhor conhecimento desse processo.
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Resumo

O efeito interleucina-6 (IL-6) sobre a atividade fungicida e a producéo de
citocinas foi avaliado em cultura de mondcitos humanos, infectados com cepa
virulenta (Pb18) de Paracoccidioides brasiliensis. Mondécitos de sangue
periférico, obtidos de individuos saudaveis, foram pré-incubados por 24h na
auséncia ou presenca de IL-6 recombinante humana e, a seguir, infectados
com cepa virulenta Pb18 do fungo durante 4h e 18h na proporcdo de 50
mondcitos para uma célula fungica. A atividade fungicida de mondcitos foi
avaliada por plagueamento das co-culturas em BHI-4gar e determinacdo da
recuperacdo de fungos viaveis e, a producdo de fator de necrose tumoral-alfa
(TNF-a), IL-6 e IL-10 por mondcitos foi determinada nos sobrenadantes das
culturas por ensaio imunoenzimatico (ELISA). Os resultados demonstraram que
a pré-incubacdo de mondcitos com IL-6 e desafio com Pb18 durante 4h induziu
aumento significativo na recuperacdo fungica em comparacdo as culturas
controles n&o-estimuladas com esta citocina. Mondcitos infectados com P.
brasiliensis, na auséncia de IL-6, produziram niveis de TNF-a, IL-6 e IL-10
significativamente maiores apdés 18h de co-cultivo em comparacdo aos
experimentos de 4h de incubagéo. O tratamento de mondcitos com IL-6 induziu
um efeito inibitério na producdo de TNF-a e IL-10 por essas células durante a
infeccdo com P. brasiliensis, representado por 79,5% e 75,6% de reducéo nos
niveis de TNF-a e IL-10, respectivamente, ap6s 18h de cultivo. Por outro lado,
efeito estimulatério da IL-6 sobre a producdo autocrina dessa citocina foi
observado nessas culturas e revelado por acréscimo de 84,8% em 4h e 59,4%
em 18h de co-cultura. A reducdo nos niveis de TNF-a e estimulagcdo na
producdo de IL-6 podem ser responsaveis pelo aumento significante no
crescimento do fungo em mondcitos humanos, induzido por tratamento prévio
com IL-6. Em conjunto, esses resultados sugerem que a IL-6 pode exercer um
efeito modulador sobre a interacdo mondcito-P. brasiliensis, inibindo a
producdo de TNF-a e promovendo o crescimento da cepa virulenta do fungo

nessas células.
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Abstract

The effect of interleukin-6 (IL-6) on fungicidal activity and cytokine
production was evaluated in human monocytes cultures infected with virulent
strain (Pb18) of Paracoccidioides brasiliensis. Peripheral blood monocytes
obtained from healthy individuals were pre-incubated for 24h with or without
human recombinant IL-6, and then challenged with Pb18 by co-culture during
4h and 18h in a ratio of 50:1 monocytes:fungi. Fungicidal activity of monocytes
was assessed by viable fungi recovery from co-cultures plating in BHI-agar, and
tumor necrosis factor-alpha (TNF-a), IL-6 and IL-10 production by monocytes
were determined in culture supernatants by enzyme immunoassay (ELISA).
The monocytes pre-incubation with IL-6, and further challenge with Pb18 during
4h led to significant higher fungi recovery when compared to non-treated co-
cultures. Monocytes infected with P. brasiliensis in the absence of IL-6,
produced ?significantly higher levels of TNF-a, IL-6 and IL-10 after 18h of co-
culture in comparison to experiments of 4h-incubation with the fungus. The pre-
treatment of monocytes with IL-6 induced an inhibitory effect on TNF-a and IL-
10 production by these cells during 18h of fungus infection, respectively
represented by 79.5% and 75.6% reduction in TNF-a and IL-10 levels. On the
contrary an autocrine stimulatory effect on IL-6 production was detected in
these cultures, revealed by an elevation of 84.8% at 4h and 59.4% at 18h in IL-
6 levels. The reduction in TNF-a levels and stimulation in IL-6 production might
be responsible for the significant increase of fungus growth in human
monocytes induced by previous treatment with IL-6. Together, the results
suggest that IL-6 may exert a modulatory effect on monocyte-P.brasiliensis
interaction by inhibiting TNF-a production and promoting the growth of a fungus

virulent strain in these cells.
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1. INTRODUCAO

A resposta imune inata, envolvendo principalmente mondcitos e
macrofagos, € considerada importante mecanismo de defesa contra fungos
causadores de micoses sistémicas. Esses fagdcitos sdo responsaveis pela
ingestao e inativacao de particulas fangicas, producédo de citocinas e interacao
com células da imunidade adaptativa, desempenhando, assim, papel relevante
na defesa do hospedeiro, durante a fase inicial das infecces™2.

A ativacdo de mondcitos e macréfagos representa um dos primeiros
eventos na resisténcia a infecgBes intracelulares. A interacdo dessas células
com patdgenos intracelulares pela fagocitose, ou com seus produtos presentes
na parede celular, induz & ativacdo e secrecdo de citocinas®. Essas células,
guando estimuladas, desempenham importante papel na imunorregulacdo pela
producdo de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-1 (IL-1), IL-6,
IL-8, IL-10, IL-12 e fator transformador do crescimento-beta (TGF-b)*. Todas
essas citocinas apresentam atividade estimuladora ou supressora, exercendo
seus efeitos tanto de forma autdcrina como paracrina sobre os macrofagos,
interagindo com o0s receptores especificos presentes nessas células e
modulando a sua funcdo>®. Citocinas como interferon-gama (IFN-g), TNF-a, IL-
1 e fator estimulador de colbénias de granulécitos e macréfagos (GM-CSF) séo
importantes no processo de ativagdo do macréfago, enquanto que IL-6, IL-10 e
TGF-b s&o consideradas fatores de desativacdo dessa célula’®. O desequilibrio
na produgcdo de citocinas, com atividade estimuladora ou supressora por
macrofagos, apdés a infeccdo por fungos patogénicos, pode determinar a
evolucao da doencga ou a morte do microrganismo.

Estudos in vitro, envolvendo a interacdo de macréfagos e mondcitos
humanos com diferentes fungos, como Coccidioides immitis®, C.

neoformans®!!, C. albicans!?*3 14,15 16,17

, Malassezia spp e P. brasiliensis
evidenciaram a producgéo de citocinas como TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, IL-10 e IL-
12 apos o estimulo com os fungos, demonstrando que essas células podem ser
fontes importantes de citocinas, apds interagdo com 0s microrganismos.
Componentes da parede celular ou da capsula de fungos patogénicos
tém sido estudados e relacionados a producdo de citocinas, modulando a

resposta imune do hospedeiro e podendo contribuir tanto para a regressao
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como para a patogénese da doenca. O estimulo de mondcitos com
componentes da capsula de Cryptococcus neoformans, como
glicuroxilomananas, galactoxilomananas e manoproteinas, induz sintese de
TNF-a, IL-6 e IL-10 por essas células'®8%,

A producéo de IL-6 tem sido relatada em infec¢des por C. albicans, C.
neoformans, C. immitis e P. brasiliensis®*"®. Em candidiase disseminada
humana, niveis elevados de IL-6 foram associados a gravidade da dbenca,
relacionando manoproteinas presentes na parede celular de C. albicans a
producéo de IL-6%,

Em fagdcitos infectados com microrganismos patogénicos, a producao
de IL-6 pode ser estimulada por citocinas pro-inflamatérias como IL-1 e TNF-a,
e representa um mecanismo de controle da ativacdo da célula hospedeira®.
Assim, a producdo de IL-6 por macrofagos infectados com Mycobacterium
avium, parece impedir a ativacdo dessas células por TNF, diminuindo a
expressdo de seus receptores®®. Além disso, a IL-6 pode estar envolvida na
patogénese da infeccdo por esse microrganismo e pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) devido a seu efeito promotor do crescimento
desses microrganismos em cultura de macréfagos®®28.

Na paracoccidioidomicose, a producdo de citocinas inflamatérias como
TNF-a, IL-1 e IL-6 por mondcitos de pacientes com a doenca em atividade,
poderia estar associada & patogénese da micose?®. Além disso, Kurokawa et
al.'® demonstraram que a infeccdo in vitro de mondcitos de individuos
saudaveis, com cepas de alta viruléncia de P. brasiliensis, induz precocemente,
e em niveis elevados, tanto citocinas inflamatorias IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-a,
guanto anti-inflamatérias, como a IL-10, quando comparada a cepa de baixa
viruléncia. Portanto, o ambiente de citocinas presente na interacdo inicial
fagocito-P. brasiliensis, parece ser importante para eliminagcdo do fungo ou
para permitir sua implantacdo e multiplicacdo nos tecidos do hospedeiro,
causando doenca progressiva.

Considerando que ndo ha trabalhos na literatura analisando o
envolvimento da IL-6 na paracoccidioidomicose, 0s objetivos deste trabalho
foram avaliar a producdo de TNF-a, IL-6 e IL-10 por mondcitos infectados com

cepa virulenta de P. brasiliensis, e analisar o efeito modulador da IL-6 sobre a
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atividade fungicida e a producdo de citocinas por essas células, durante a

infecgé&o in vitro com o fungo.
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2. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para avaliacdo comparativa da producdo de TNF-a,IL-6 e IL-10 por
monacitos de individuos saudaveis, essas células foram infectadas in vitro com
a cepa 18 de P. brasiliensis, considerada virulenta® na proporcdo de 50
mona@citos para uma célula fingica. As culturas foram incubadas a 37°C em
tensdo de 5% de CO,, por 4h e 18h para colheita dos sobrenadantes e
determinacéo das concentragdes de IL-6 e TNF-a e, também por 48 e 72h para
avaliacdo das concentra¢cdes de IL-10 pela técnica de ELISA.

Para o estudo do efeito da IL-6 sobre a producdo de TNF-a, IL-6 e IL-
10 e sobre a atividade fungicida de mondcitos humanos desafiados com cepa
de alta viruléncia de P. brasiliensis, culturas de mondcitos humanos de
individuos saudaveis, foram incubadas por 24h, a 37°C em tensao de 5% de
CO, com IL-6 recombinante humana. ApOs esse periodo, o sobrenadante das
culturas foi retirado e as células incubadas com suspensao de células viaveis
da cepa Pb18, na proporcédo de 50 mondcitos para uma célula fungica por 4h
e 18h, para posterior avaliagdo da atividade fungicida sobre o P. brasiliensis e

a determinacao dos niveis de TNF-a, IL-6 e IL-10 pela técnica de ELISA.
3. MATERIAL E METODOS
3.1. 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 participagdo no presente trabalho, foi obtido apos
informacéo e esclarecimento sobre 0s 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, sob protocolo n° 134/2002-CEP.



29

3.2. Cultivo do P. brasiliensis

Utilizou-se a cepa Pb18 de P. brasiliensis, proveniente da Micoteca do
Departamento de Microbiologia e Imunologia, do Instituto de Biociéncias de
Botucatu, UNESP. A cepa foi mantida por incubacdo a 35°C na forma de
levedura, com subcultivos semanais, em meio de cultura GPY, contendo 2%
glicose, 1% peptona e 0,5% extrato de levedura. As células leveduriformes
foram utilizadas apés 6 dias de cultivo, para a infeccdo das culturas de

mondacitos.

3.2.1. Teste de viabilidade do P. brasiliensis

As células leveduriformes de P. brasiliensis foram removidas da
superficie de cultivo, com alga de platina, transferidas para tubos estéreis
contendo 10 mL de meio RPMI e pérolas de vidro de 4mm de diametro e
homogeneizadas em agitador de tubos tipo Vortex por 30 segundos. Em
seguida, as suspensodes celulares foram mantidas a 37°C durante 5 minutos
para sedimentacdo de grumos ndo desfeitos durante a agitacdo. ApOs este
periodo, o sobrenadante dessa suspensdo foi coletado, sendo utilizada uma
aliquota para contagem em camara hemocitométrica tipo Neubauer, utilizando
microscopio com contraste de fase, sequndo método descrito por Soares et al.>.
Foram consideradas viaveis as células com aspecto brilhante, e células mortas
as com coloracao opaca e escura. Nos ensaios, foram empregadas suspensdes

fungicas com, no minimo, 90% de viabilidade.

3.3. Isolamento e cultura de mondcitos

Sangue periférico de individuos saudaveis foi obtido por puncéo venosa,
sendo 10 mL colocados em tubos estéreis contendo 20 U/mL de heparina
(Liguemine-Roche). As células mononucleares foram recuperadas por meio de
separacdo em gradiente de Ficoll-Hypaque®* e lavadas com solucdo salina
tamponada com fosfato 0,1M pH 7,2 (PBS) e EDTA 0,01M (4°C), por 10 min a
200 g e, logo apos, com meio de cultura RPMI 1640 (Gibco Laboratories,
Grand Island, N.Y.) por mais 10 min a 200 g. ApOs este procedimento, as

células foram ressuspensas em meio de cultura RPMI 1640 (Gibco),
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suplementado com 2 mM de L-glutamina (Sigma Chemical Co. St Louis, MO,
USA), 40 ng/mL de gentamicina e 10% de soro AB humano inativado (meio
RPMI completo), sendo a identificacdo e viabilidade dos mondcitos realizada
por incorporagéo de vermelho neutro. Para isso, as células totais foram diluidas
10 vezes em solucédo de vermelho neutro a 0,02% e incubadas a 37°C, durante
10 minutos. Os mondécitos foram diferenciados por apresentarem citoplasma de
coloracdo vermelha. A suspensdo celular foi ajustada para 2x10°
mondcitos/mL, e 100 m foram distribuidos em placas de cultura de 96 orificios
(Linbro, Flow Lab., USA). Apés incubacédo a 37°C em tensdo de 5% de CO,,
por 60 min, as células ndo aderentes foram eliminadas através de lavagem dos

orificios das placas com meio de cultura RPMI.

3.4. Avaliacao da atividade fungicida

O estudo da atividade fungicida de mondcitos contra P. brasiliensis foi
relizado conforme técnica descrita por Soares et al.®!. Culturas de mondcitos
contendo 2x10° células/mL em meio RPMI completo foram pré-incubadas com
Interleucina-6 (IL-6) (R & D Systems, Minneapolis, MN, USA) na concentracao
de 50 ng/mL, previamente padronizada. Apds 24h, os sobrenadantes das
culturas foram retirados e os mondcitos incubados com 100nL de solucédo de
meio RPMI adicionado de 10% de soro AB fresco, contendo 4x10* células
leveduriformes de P. brasiliensis/mL, na proporcdo de 50 mondcitos para uma
célula fungica (culturas experimentais). Alguns orificios da placa de cultura
receberam apenas suspensfes de células fungicas, diluidas em RPMI, e em
concentracbes equivalentes as utilizadas na incubacdo com os mondcitos
(culturas controles). Apos periodos de 4h e 18h, os sobrenadantes das culturas
foram coletados, e as células submetidas a diversas lavagens com agua
destilada. Este processo permitiu que os mondcitos fossem removidos da placa
e lisados, com consequente liberagcdo dos fungos que foram, eventualmente,
fagocitados. As suspensdes obtidas através desse processo foram adicionadas
aos sobrenadantes ja coletados e consideradas como culturas experimentais.
O mesmo procedimento foi realizado com as suspensdes controles, contendo

apenas o fungo.
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Ao final do processo, o material obtido a partir de lavagens das culturas
controles e das experimentais com agua destilada, resultou em volume de
aproximadamente 2 mL. Este material, contendo fungos viaveis ou nao, foi
centrifugado e ressuspenso em volume de agua destilada que permitiu o
crescimento de, no maximo, 200 colbénias de fungos por placa, tornando a
leitura das mesmas mais sensivel. Em seguida, 100 niL das suspensdes
fungicas em agua destilada foram semeados em trés placas contendo meio de
cultura agar-infusdo de cérebro-coracdo (BHI-agar — Difco Lab., Michigan,
USA), suplementado com 4% de soro de cavalo e 5% de fator de crescimento,
preparado a partir de filtrado de cultura de células leveduriformes da cepa
Pb192 de P. brasiliensis, cultvadas em meio liquido durante 7 dias®®. A
suspensado foi semeada, com auxilio de bastdes de vidro em forma de L, por
toda a superficie do meio de cultura. A seguir, as placas de Petri foram
incubadas em estufa a 36°C por 10 dias. A recuperagéo dos fungos viaveis foi
detectada através da contagem das unidades formadoras de colénia (UFC) e

calculada através da seguinte formula:

% de recuperacdo = média das UFC das culturas experimentais x 100
de fungos viaveis média das UFC das culturas controles

3.5. Obtencdo de sobrenadantes de cultura de mondcitos de

individuos saudaveis

Mondécitos de individuos saudaveis, na concentracdo de 5x10°
células/mL, foram incubados na auséncia ou presenca de 50ng/mL de IL-6 (R &
D Systems). ApOs 24h, os sobrenadantes das culturas foram retirados e os
monacitos desafiados com 100 de solucdo de meio RPMI adicionado de 10%
de soro AB fresco, contendo células leveduriformes de P. brasiliensis, na
propor¢cdo de 50 mondcitos para uma célula fungica. Apos 4 e 18 h de cultivo,
os sobrenadantes foram aspirados, centrifugados a 400 x g e, as aliquotas
desse material, conservadas a —70°C até o momento de sua utilizacdo para

dosagem de citocinas.
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3.6. Dosagem das citocinas TNF-a, IL-6 e IL-10 no sobrenadante das

culturas de monocitos infectados com P. brasiliensis

Foram determinadas as concentragbes de TNF-a e IL-6 nos
sobrenadantes de cultura de mondcitos humanos tratados ou ndo com IL-6 e
posteriormente desafiados com a cepa Pb18 de P. brasiliensis durante 4 e 18h

e também apds 48 e 72h para dosagem de IL-10.

3.6.1. Dosagem de TNF-a

As placas de 96 orificios e fundo plano (Maxsorb-Nunc Life Tech.
Inc., MD, USA) foram sensibilizadas por 18 h a 5°C com anticorpo monoclonal
de camundongo anti-TNF-a humano (R & D Systems), diluido em PBS, pH 7,2,
na concentracdo de 4 ng/mL. Apds esse periodo os orificios foram lavados 4
vezes com 300 niL de PBS, pH 7,2, contendo Tween 20 a 0,05% (PBST). O
bloqueio da placa foi realizado colocando-se em cada orificio 300 ni. de PBS
contendo 5% de sacarose, 0,5% de Tween 20, 1% de soro albumina bovina
(BSA) e 0,05% de NaNs (azida sédica), a temperatura ambiente, por 2 h. A
seguir, a placa foi lavada conforme descrito acima e 100 niL dos sobrenadantes
obtidos nas culturas de mondcitos e do TNF-a recombinante humano (R & D
Systems), em diferentes concentragfes, foram adicionados a placa. Apés 18 h
de incubacdo a 5°C e nova lavagem da placa, 100 ni do anticorpo revelador
policlonal de coelho anti-TNF-a humano (R & D Systems), na concentracao de
200 ng/mL, foram colocados nos orificios da placa, seguindo-se incubacéo por
2h a temperatura ambiente. A placa foi lavada novamente com PBST, sendo
adicionado 100ni de anticorpo de cabra anti-IgG de coelho conjugado com
peroxidase (Nordic Immunology, The Netherlands) na diluicdo de 1:8000 em
PBST, seguido de incubacdo a temperatura ambiente por 60 min e de lavagem
da placa com PBST. ApoOs esse periodo, adicionou-se 100 nL do substrato
enzimatico, constituido por 12,5 mL de tampé&o citrato-fosfato 0,1M, pH 5,0
contendo 1mg/mL do revelador ortofenilenodiamina (Sigma, ST Louis, MO,
USA) e 10 nL de HO, a 30% (Sigma). As placas foram incubadas a
temperatura ambiente por 15 min, a reacédo foi bloqueada pela adicdo de 50nL

de &cido sulfirico 2M e a leitura da placa realizada em leitor de ELISA
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(Multiskan EFLAB, Helsinki, Finland), em comprimento de onda de 492 nm. Os
niveis de TNF-a no sobrenadante de cultura de mondcitos foram calculados,
utilizando-se curva padréo, obtida com TNF-a recombinante humano (R & D

Systems), em concentrag¢des variando de 31,25 pg/mL a 2000 pg/mL.

3.6.2. Dosagem de IL-6

A determinacdo de IL-6 no sobrenadante de cultura de mondcitos foi
realizada segundo o protocolo descrito para TNF-a, no item 3.6.1. O anticorpo
monoclonal de camundongo anti-L-6 (R & D Systems) foi empregado na
concentracdo de 2 ng/mL e o anticorpo revelador policlonal de coelho anti-IL-6
(R & D systems) na concentracdo de 500 ng/mL. Os niveis de IL-6 no
sobrenadante de cultura de mondcitos foram calculados, utilizando-se curva
padrdao obtida com IL-6 recombinante humana (R & D Systems), em

concentracodes, variando de 0,078 ng/mL a 100 ng/mL.

3.6.3. Dosagem de IL-10

As placas foram sensibilizadas com anticorpo monoclonal anti-IL10
(R & D Systems), na concentracdo de 2 ng/mL, diluido em PBS, por um
periodo de 18 h a 5°C. ApoGs a sensibilizacdo a placa foi lavada com PBST,
bloqueada com 300 nL de PBS contendo 5% de sacarose, 0,5% de Tween 20,
1% de soro albumina bovina (BSA) e 0,05% de NaNs (azida sédica). O periodo
de bloqueio foi de 2h a temperatura ambiente, seguindo-se 4 lavagens da placa
com PBST. A seguir, 100nL dos sobrenadantes gerados e da IL-10
recombinante humana (R & D Systems), diluida em tampéo Tris - salina
(Trizma - base 20mM, NaCL 150 mM) adicionado de 0,1% de BSA, foram
adicionados a placa que foi incubada por 2 h a temperatura ambiente. Apés a
retirada das amostras da placa e posterior lavagem, adicionou-se solucao
contendo 25 ng/mL de anticorpo policlonal anti IL-10, conjugado com biotina (R
& D Systems), com posterior incubacéo de 2 h a temperatura ambiente. A placa
foi entdo lavada 4 vezes com PBST e incubada com estreptoavidina conjugada
com peroxidase (Sigma), na concentracdo de 1:10.000 por 60 min a 37°C. O
substrato utilizado foi 0 mesmo descrito para dosagem de TNF-a (item 3.6.1).

O tempo de reacao foi de 30 min e o bloqueio realizado com acido sulfarico 2
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M. A leitura da placa foi realizada em leitor de ELISA (Multiskan) em
comprimento de onda de 492 nm. Os niveis de IL-10 no sobrenadante de
cultura de mondcitos foram calculados, utilizando-se curva padréo obtida com
IL-10 recombinante humana (R & D Systems), em mncentra¢oes, variando de

15,6 a 2000 pg/mL.
3.7. Andlise Estatistica

Os resultados referentes a producdo de TNF-a, IL-6 e IL-10 por
monacitos infectados com cepa 18 de P. brasiliensis, bem como a atividade
fungicida dessas células, apds cultivo na auséncia ou presenca de IL-6 foram
avaliados por meio de teste t pareado para amostras dependentes. Todas as
andlises foram realizadas, empregando-se o programa estatistico INSTAT,
Graph-Pad, San Diego, CA, USA, 2000, e o nivel de significancia adotado foi
de 5%.



4. RESULTADOS

4.1. Efeito da IL-6 sobre a atividade fungicida de mondcitos
humanos contra P. brasiliensis

Na Tabela 1 estdo expressos o0s resultados da percentagem de
recuperacao de fungos viaveis da cepa Pb18 a partir de cultura de mondcitos
humanos, tratados ou ndo com 50 ng/mL de IL-6 por 24 horas, antes do desafio
com amostra do fungo. A atividade fungicida foi avaliada nos periodos de 4h e

18 h de co-cultivo dos mondcitos com o fungo.

Tabela 1. Percentagem de recuperacédo de fungos viaveis da cepa Pb18 a
partir de cultura de mondécitos humanos (MO), tratados ou ndo com 50
ng/mL de IL-6 antes do desafio com P. brasiliensis, por 4 e 18 horas.

Periodo de cultura % recuperacao de colonias *

MO + Pb18 MO +IL-6 + Pb18
4 horas 96,6 + 22,7 117,1+7,9*
18 horas 84,5+ 13,4 91,0+5,1

Os resultados estdo expressos em média + desvio padrdo da percentagem de recuperacdo de
coldnias vidveis do fungo a partir de cultura de mondcitos obtidos de 15 individuos saudaveis.

* % de recuperacdo = média das UFC das culturas experimentais x 100
de fungos viaveis média das UFC das culturas controles

** p < 0,05 (teste t pareado)

Os resultados mostram altas percentagens de recuperacdo de fungos
vidveis tanto apos 4 como 18 h nas culturas de mondcitos ndo-estimulados e
incubados (MO + Pb18) com o fungo. O pré-tratamento de mondcitos com IL -6,
seguido de desafio com a cepa virulenta Pbl8 por 4h, proporcionou
recuperacao de fungos significativamente mais elevada do que a obtida a partir
de culturas controle ndo tratadas com IL-6. Esse efeito ndo foi observado na
co-cultura de mondcitos com Pbl1l8 por 18h. Os resultados sugerem que o

tratamento prévio de mondécitos com IL-6 parece estimular o crescimento do



36

fungo, interferindo com a atividade fungicida dessas células em periodo

precoce de infecgdo com o fungo.

4.2. Dosagem das citocinas TNF-a, IL-6 e IL-10 no sobrenadante das

culturas de monoécitos infectados com P. brasiliensis

As concentragbes das citocinas foram detectadas no sobrenadante de
cultura de mondcitos humanos tratados ou ndo previamente com IL-6 por 24 h
e a seguir desafiados com a cepa Pb 18 de P. brasiliensis por 4 e 18h para

TNF-a e IL-6 e também por 48 e 72h para IL-10.
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Figura 1. Concentracfes de TNF-a detectadas nos sobrenadantes de cultura de
mondécitos tratados ou ndo com IL-6 e desafiados com a cepa Pbl8 de P.
brasiliensis em co-culturas de 4 e 18 horas. Os resultados estdo expressos em
média + desvio padréo dos valores obtidos de 15 individuos saudaveis.

*(p <0.05) vs MO + Pb18 —4 h; " (p <0,01) vs MO + Pb18 —4 h

** (p <0,01) vs MO + Pb18 — 18 h (test t pareado).

Observa-se que, na auséncia de IL-6, a producdo de TNF-a durante a
infeccdo dos mondcitos com o fungo foi significativamente mais elevada nos
sobrenadantes obtidos de culturas 18h, em comparacdo com o tempo de 4h
(p<0,001).

Quando os mondcitos foram pré-incubados com IL-6 por 24 h e a seguir

desafiados com Pbl8, as concentracbes de TNF-a detectadas no
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sobrenadante das culturas foram significativamente menores que as obtidas
nas culturas controle (MO + Pb18), apds ambos os periodos de infeccdo com
Pb18. Assim, a pré-incubacdo de mondcitos com IL-6 induziu efeito inibitério
significante sobre a produgcdo de TNF-a, quando as células foram desafiadas
com a amostra virulenta do fungo, sendo esse efeito mais acentuado no
periodo de 18h de co-cultivo mondcito-P. brasiliensis. Os resultados sugerem o
papel da IL-6 na regulacdo da sintese de TNF-a pelos mondcitos infectados
com P. brasiliensis.

A analise dos resultados de IL-6 detectada no sobrenadante das co-
culturas mostra que o P. brasiliensis é capaz de induzir a producéo de IL-6 por
mondcitos durante a infeccdo dessas células in vitro (Figura 2). A comparacgao
entre os niveis de IL-6 obtidos nas co-culturas, sem tratamento prévio com IL-6,
nao mostrou diferenca significativa entre os periodos de 4 e 18 h, sugerindo
producéo precoce de IL-6 pelos mondcitos infectados. Por outro lado, quando
0s mondcitos foram pré-incubados com IL-6 e desafiados com a cepa Pb18,
produziram concentracdes significativamente mais elevadas de IL-6 em
comparacdo com as culturas controle (MO + Pb18), tanto apds 4h como 18h de
infeccdo com o fungo. Os resultados sugerem um efeito estimulador da IL-6

sobre sua producgéo, durante a infeccao de mondcitos com P. brasiliensis.
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Figura 2. Concentragdes de IL-6 detectadas nos sobrenadantes de cultura de
mondécitos tratados ou ndo com IL-6 e desafiados com a cepa Pbl8 de P.
brasiliensis em co-culturas de 4 e 18 horas. Os resultados estdo expressos em
média + desvio padréo dos valores obtidos de 15 individuos saudaveis.

* (p <0,05) vs MO + Pb18 — (test t pareado).
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Os resultados da concentragcdo de IL-10 produzida por mondcitos
infectados in vitro com Pb18 em diferentes periodos de co-cultivo com o fungo
estdo apresentados na Figura 3. Observa-se que a IL-10 é sintetizada mais
tardiamente, em relacdo a producdo de TNF-a e IL-6, por mondcitos
estimulados, uma vez que niveis dessa citocina nao foram detectados apés 4h
de co-cultivo. Nao foram observadas diferengas significativas entre os valores
de IL-10 obtidos nos periodos de 18, 48 ou 72 horas em sobrenadantes de
cultura de mondcitos infectados com P. brasiliensis. A pré-incubacdo dos
mondcitos com IL-6 levou a menor producdo de IL-10 pelas células durante
todos os periodos estudados, a partir de 18h de infeccdo com Pbl8. De
maneira semelhante aos resultados da producdo de TNF-a, a pré-incubacao
com IL-6 resultou em inibicdo da sintese de IL-10 pelos mondcitos infectados

com P. brasiliensis.
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Figura 3: Concentragdes de IL-10 detectadas nos sobrenadantes de cultura de
monocitos tratados ou ndo com IL-6 e desafiados com a cepa Pbl8 de P.
brasiliensis em co-culturas de 4, 18, 48 e 72 horas. Os resultados estédo
expressos em meéedia + desvio padrdo dos valores obtidos de 15 individuos
saudaveis.

** (p<0,01) vs MO+Pb18; * (p<0,05) vs MO+Pb18 (testet pareado)

Na figura 4 estdo representados os resultados do efeito modulador da IL-6

sobre a producdo de TNF-a, IL-6 e IL-10 por mondcitos humanos infectados
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com a cepa Pbl18 nos periodos de 4 e 18h, que foi avaliado pela férmula

abaixo, sendo os resultados expressos em percentagem:

EfeitoIL-6 (%) =1-MO+IL-6 + Pb18 x 100
MO + Pb18

Observa-se que o efeito inibidor da IL-6 sobre a producdo de TNF-a
(79,5%) foi mais acentuado no periodo de 18h de co-cultivo mondcito-P.
brasiliensis. A inibicdo sobre a sintese de IL-10 foi observada apenas no
periodo de 18h (75,6%). Por outro lado, o efeito estimulatério da IL-6 sobre a
producdo autdcrina de IL-6 foi ligeiramente mais elevado apos 4h (84,8%) de

desafio com o fungo, em relacéo ao tempo de 18h (59,4%).
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Figura 4: Efeito da IL-6 sobre a producédo de TNF-a, IL-6 e IL-10 por mondcitos
desafiados com a cepa 18 de P. brasiliensis em co-culturas de 4 e 18h. Os
valores sdo expressos como percentagem de estimulacdo ou inibicdo. Os
valores das percentagens sédo também apresentados juntamente com as barras.

Assim, os resultados obtidos demonstram que a IL-6 apresenta efeito
modulador sobre mondcitos humanos, infectados com cepa virulenta do P.
brasiliensis, sendo esse efeito inibitorio sobre a producédo de TNF-a e IL-10 e

estimulatorio sobre a sintese de IL-6.



5. DISCUSSAO

Esse trabalho teve como objetivo avaliar o efeito modulador da IL-6
sobre a atividade fungicida e producdo de citocinas por mondcitos humanos,
infectados in vitro com cepa virulenta de P. brasiliensis.

A analise dos resultados revelou que a incubacdo de mondcitos de
individuos saudaveis com o P. brasiliensis permite a recuperacdo de altas
percentagens de fungos viaveis, indicando baixa atividade fungicida contra o
fungo. Esses resultados estdo de acordo com o0s anteriormente descritos por

Calvi et al.**

, que relataram auséncia de atividade fungicida de mondcitos
humanos contra cepa virulenta Pb18 de P. brasiliensis, mesmo ap0s processo
de ativacdo dessas células com IFN-g. Por outro lado, os autores verificaram
gue capacidade fungicida significativa dessas células ocorria apenas apos preé-
ativacdo com IFN-g e desafio com cepa de baixa viruléncia do fungo Pb265,
indutora de elevada producdo de TNF-a pelos mondcitos. A menor
concentracdo dessa citocina, produzida pelos mondcitos em contato com a
cepa virulenta, justifica a incapacidade dessas células em destruir o fungo.
Segundo os autores, a atividade fungicida eficiente dos mondcitos depende de
um sinal de ativagéo inicial induzido pelo IFN-gcapaz de estimular a producéo
de TNF-a pelas células. Esta citocina, atuando de maneira autécrina sobre o
monacito, seria responsavel pelo processo final de ativacdo, representado pela
maior producdo de HO, e maior atividade fungicida dessas células contra a
cepa de baixa viruléncia. Portanto, o efeito sinérgico entre IFN-g e TNF-a
parece ser essencial para uma eficiente atividade fungicida contra o P.
brasiliensis®34,

Ja esta bem estabelecido na literatura, que uma eficiente atividade
microbicida de mondcitos esta relacionada com a producdo de niveis elevados
de TNF-a, detectados ap0s pré-incubacdo com IFN-g, resultando na morte de
microrganismos tais como Listeria monocytogenes®, Toxoplasma gondii*®,
Leishmania major®® e Histoplasma capsulatum®’. Além disso, um efeito
sinérgico de ambas citocinas é necessario para ativar mondcitos de sangue
periférico para killing de Legionella pneumophila®, Leishmania donovani*® e

Coccidioides immitis*.
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Trabalhos recentes sobre os mecanismos envolvidos na atividade
fungicida de mondcitos humanos contra o P. brasiliensis demonstraram a
participacdo de HO, no mecanismo efetor dessas células apds ativacdo com
IFN-g e TNF-a***2, Monécitos humanos ndo estimulados com citocinas e
desafiados com cepas de alta e baixa viruléncia do fungo, produzem niveis
significativamente menores de HO, durante a infeccdo com a cepa virulenta,
em comparagcdo com a cepa pouco Vvirulenta, podendo esse efeito ser
considerado um mecanismo de escape do P. brasiliensis dos mecanismos
efetores dos mondcitos. A recuperacdo da capacidade de producédo de HO,
guando os mondcitos foram pré-tratados com indometacina sugere que a baixa
atividade fungicida contra a cepa virulenta poderia ser resultante da producgéo
de prostaglandina induzida pelo fungo, com conseqtiente inibicdo da producao
de H,0; pela célula®?.

No presente trabalho, a maior recuperacdo de fungos viaveis, obtida
apos preé-tratamento dos mondcitos com IL-6 e desafio com o P. brasiliensis por
4 h de co-cultivo, indica o papel modulador dessa citocina ra supressao da
atividade fungicida dos mondcitos infectados com o fungo. Esses resultados
sugerem que a adicao prévia de IL-6 as culturas de mondcitos de individuos
saudaveis, seguida da infeccdo com a cepa virulenta por 4h, parece estimular o
crescimento do fungo, interferindo com a atividade fungicida. Esse efeito ndo
foi detectado ap6s a infeccdo das células por 18h. Considerando que a IL-6 foi
removida da cultura de mondcitos no momento da infeccdo com o P.
brasiliensis, € provavel que a auséncia do efeito inibidor da citocina sobre a
atividade fungicida esteja relacionada a diminuicdo do efeito da IL-6 sobre a
célula fagocitaria, apés 18 h de co-cultivo com o fungo. Segundo Bermudez et
al.®, o tratamento de macréfagos infectados por M. avium com IL-6
recombinante impede a morte intracelular da bactéria, devido ao efeito inibidor
desta citocina sobre a expressao de receptores para TNF-a no monécito. Esse
efeito foi observado no tempo de 4 h de cultivo do mondcito com IL-6, sendo
reversivel apds esse periodo.

Outros trabalhos tém discutido o efeito desativador de macréfagos pela
IL-6, com consequente alteracdo na atividade microbicida, através de
experimentos com microrganismos que induzem sintese e secrecdo dessa

citocina, particularmente os que infectam macréfagos. Assim, a producéo de IL-
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6 pelo mondcito infectado representaria um mecanismo importante de escape
da resposta imune do hospedeiro, induzido pelo microrganismo. Em culturas de
mondcitos tratados com IL-6 recombinante observou-se aumento significativo
no crescimento de M. avium quando comparadas as culturas ndo tratadas,
sugerindo que a IL-6 possa contribuir significativamente para a patogénese da
infeccdo com M. avium, por promover o crescimento micobacteriano?®. Além
disso, TNF-a e IL-6 parecem exercer efeitos antagbnicos sobre o crescimento
da bactéria em mondcitos humanos. Enquanto o TNF-a diminui o crescimento
intracelular de M. avium, a IL-6 promove 0 crescimento tanto intra como
extracelular da bactéria, podendo ser utilizada pelo M. avium como um fator de
crescimento®. A incubacdo de amostras virulentas dessa bactéria com IL-6
revelou que o M. avium possuia receptores especificos para essa citocina,
removendo-a rapidamente do meio de cultivo. Esses dados sugerem que a IL-6
pode desempenhar importante papel nas infeccbes por cepas virulentas de M.
avium®.

Os resultados obtidos na infeccdo in vitro de mondcitos de individuos
saudaveis com a amostra virulenta de P. brasiliensis demonstraram que o
fungo € capaz de estimular a sintese de TNF-a, IL-6 e IL-10. Observamos que
nas culturas de mondcitos apenas infectados com Pb18, sem tratamento com
IL-6, os niveis de TNF-a produzidos ao longo de 18 h de infec¢cdo dos
mondcitos com o fungo foram significativamente mais elevados, em
comparagao com o tempo de 4h.

Estudos anteriores em nosso laboratério, avaliando a cinética de
producdo de TNF-a por monécitos humanos®® e por macréfagos peritoneais de
hamsters®’ infectados com a cepa 18 de P. brasiliensis, demonstraram que os
niveis mais elevados da citocina séo obtidos no periodo de 18h de co-cultivo do
fungo com a célula fagocitaria. Producdo elevada de TNF-a também foi

observada por Figueiredo et al.*

, apos desafio de camundongos com fracéo F1
da parede celular das cepas Pb18 e Pb265 de P. brasiliensis. Em vista disso,

altos niveis de TNF-a, produzidos apos a infec¢do, podem estar associados a

capacidade de mondcitos em impedir ou diminuir o crescimento de patdgenos

tais como M. avium“3, C. neoformans®® e P. brasiliensis'’. Assim, o TNF-a
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parece ser um componente essencial para a defesa do hospedeiro contra
infeccoes.
Considerando que a IL-10 pode ser produzida tardiamente em culturas

de mondcitos humanos?*®*’

, avaliamos, neste trabalho, a producdo dessa
citocina por mondcitos desafiados com Pb18 nos periodos de 4, 18, 48 e 72h.
Os resultados demonstraram que a IL-10 € sintetizada mais tardiamente, em
relacdo a producdo de TNF-a e IL-6, por mondcitos infectados com o fungo,
uma vez gque nao detectamos essa citocina apdés 4h de co-cultivo. Ndo foram
observadas diferencas significativas entre os periodos 18, 48 e 72h com
relacdo a concentracdo de IL-10 produzida. Esses resultados 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 apds 24 e 48 H.

Quando os mondcitos foram pré-incubados com IL-6 por 24 h e a
seguir desafiados com Pb18, as concentragcbes de TNF-a detectadas no
sobrenadante das culturas foram significativamente menores que as obtidas
nas culturas controle (MO + Pb18), apdés ambos os periodos de infec¢gdo com
Pb18. Assim, a pré-incubacdo de mondcitos com IL-6 induziu efeito inibitério
significante sobre a producdo de TNF-a, quando as células foram desafiadas
com a amostra virulenta do fungo, sendo esse efeito mais acentuado no
periodo de 18h de co-cultivo mondcito-P. brasiliensis. Os resultados sugerem o
papel da IL-6 na regulacdo da sintese de TNF-a pelos mondcitos infectados
com P. brasiliensis.

O efeito supressor da IL-6 sobre a sintese de TNF-a tem sido descrito
na literatura®*. Em estudo recente, Paul et al.** demonstraram que a IL-6 tem
papel anti-inflamatoério importante, regulando a producdo de TNF-a e a
infiltrac@o de leucdcitos na meningite pneumocaocica.

Na infeccdo de fagdcitos por microrganismos patogénicos, a producao
de IL-6 pode ser estimulada por IL-1 e TNF-a e representa um mecanismo de
controle da ativacdo da célula hospedeira®*. A producdo de IL-6 por
macrofagos infectados com M. avium parece influenciar a resposta imune do
hospedeiro, impedindo a ativacdo dessas células por TNF recombinante®. O
tratamento de macréfagos com IL-6 pode diminuir, significativamente, tanto a

sintese de TNF como a expressdo de seus receptores nesses fagoécitos,
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exercendo efeito antagonista sobre a atividade micobacteriostatica e
micobactericida mediada por TNF*°. A suplementacéo das culturas com TNF
restaura a capacidade microbicida dos mondcitos®.

O tratamento de mondcitos humanos com IL-6 exerce efeito inibidor
sobre a produgdo de TNF-a, induzida por estimulos potentes como
lipopolissacéride (LPS). O conhecimento da acao inibitéria da IL-6 é relevante,
tendo-se em vista estudos que demonstraram ser o TNF um potente indutor de
IL-6 em culturas de fibroblastos® e também em células humanas®. A
existéncia de uma interacao reciproca estimulatoria / inibitoria entre TNF e IL-6,
sugere uma relacdo complexa de grande importancia na regulacdo de muitas
atividades dessas duas citocinas®.

A andlise dos resultados de IL-6, detectada no sobrenadante das co-
culturas de monacitos infectados com Pb18, tratadas ou ndo com IL-6 mostram
gue o P. brasiliensis é capaz de induzir a producdo de IL-6 por mondcitos
durante a infeccdo dessas células in vitro. A comparacao entre os niveis de IL-
6 obtidos nas co-culturas, sem tratamento prévio com IL-6, ndo mostrou
diferenca significativa entre os periodos de 4 e 18 h, sugerindo producao
precoce de IL-6 pelos mondcitos infectados. Por outro lado, como visto na
literatura, quando os mondcitos foram pré-incubados com IL-6 e desafiados
com a cepa Pb18, produziram niveis significativamente mais elevados de IL-6
em comparacdo com as culturas controle (MO + Pb18), tanto apés 4h como
18h de infeccdo com o fungo. Os resultados sugerem um efeito estimulador da
IL-6 sobre a producdo dessa citocina, durante a infeccdo com P. brasiliensis.
Estudo recente demonstrou que a incubacdo de mondcitos humanos com IL-6
exerce efeito modulador positivo sobre a ativacdo dessas células, aumentando
a expressdo de receptores toll-like (TLR-4) e a resposta a estimulagdo com
LPS™,

A capacidade de M. avium em induzir producdo de IL-6 por células
mononucleares do sangue periférico, foi avaliada por Blanchard et al.>®, que
detectaram niveis elevados dessa citocina no sobrenadante das culturas
celulares, principalmente ap6s 8 horas de estimulo. A producdo de IL-6 por
mondcitos humanos estimulados com componentes de C. neoformans pode ser
independente de TNF-a e 0s mondcitos sdo 0s principais responsaveis por

essa liberacdo®®. Assim, a sintese de IL-6 pode ser induzida tanto por TNF-a>®,
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como também por acdo direta de produtos microbianos, por via independente
de TNF>"°8 Aumento nos niveis séricos de IL-6 foi observado apés infeccdes
bacterianas agudas®, em choque séptico® e outras infeccdes bacterianas®?.
Além disso, a IL-6 também se apresenta elevada em camundongos infectados
por Chlamydia trachomatis® e por C. neoformans!®, bem como em estudos in
vitro, com tratamento de macréfagos com IL-6 e desafio com M. avium? ou
Listeria monocytogenes®®. Assim, os resultados da literatura sugerem que a IL-
6 estimula sua propria producdo®, mas também regula a producdo de TNF-a e
IL-1 num mecanismo de feedback negativo®.

A pré-incubacdo dos mondécitos com IL-6 levou a menor producéo de
IL-10 pelas células, observada no periodo de 18h de infeccdo com Pb18. De
maneira semelhante aos resultados da producdo de TNF-a, a pré-incubacéo
com IL-6 induziu inibicdo dos niveis de IL-10 pelos mondcitos. Esses resultados
séo surpreendentes, uma vez que € descrito na literatura o efeito supressor da
IL-10 sobre a producéo de TNF-a e IL-1 por células mononucleares de sangue
periférico de individuos sadios estimuladas com C. neoformans, C. albicans e
LPS®. Em estudo sobre a regulacéo da sintese de citocinas e prostaglandinas
por IL-10, Niho et al.®” verificaram que TNF-a e PGE, sdo moléculas chave na
inducéo de IL-10 por mondcitos estimulados com LPS. O TNF-a pode também
estimular diretamente a produgdo 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 propria IL-10,
regulando, portanto, a resposta inflamatéria in vivo. Em vista desses
resultados, podemos sugerir que a menor concentracdo de IL-10, obtida nas
culturas de mondcitos tratados com IL-6 e infectados com Pbl18, poderia ser
decorrente do efeito supressor da IL-6 sobre a produgcéo de TNF-a observado
no presente trabalho.

Nossos resultados de maior producdo de IL-6 associada a menor
sintese de TNF-a, IL-10 e menor atividade fungicida apos tratamento dos
mondocitos com IL-6 recombinante, sugerem um efeito autécrino dessa citocina
sobre 0os mondcitos, no sentido de modular negativamente a funcdo dessas
células. Na paracoccidioidomicose, € provavel que a producao de IL-6, induzida

por cepas virulentas de P. brasiliensis'®, possa impedir a ativacdo de monécitos
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e macréfagos adjacentes ao local infectado, interferindo com a sintese de TNF-
a, diminuindo a atividade fungicida dessas células e talvez, propiciando a
sobrevivéncia do patdgeno.

Em conjunto, os resultados obtidos neste trabalho demonstram que a
IL-6 tem efeito modulador negativo sobre a producdo de TNF-a e IL-10 por
monadcitos humanos, infectados com cepa virulenta do P. brasiliensis. Essa
citocina parece exercer influéncia negativa na interacdo fungo-mondcito,
aumentando a capacidade do P. brasiliensis de sobreviver nessa célula,
provavelmente por diminuicdo na producdo de TNF-a. Esses resultados
confirmam os achados da literatura com M. avium*® e C. neoformans®®,
indicando que a IL-6 pode ser considerada um potente fator de crescimento
utilizado por diversos patdgenos, como mecanismo de viruléncia. Assim, a
producdo dessa citocina pode ser prejudicial para o hospedeiro, exercendo
importante papel na patogénese de doencas infecciosas devido sua influéncia
negativa sobre a resposta imune frente aos microrganismos. Estudos sobre o
mecanismo envolvido na promocao do crescimento de P. brasiliensis em
culturas de mondocitos humanos pela IL-6 poderdo contribuir para melhor
compreensao  do papel dessa citocina na  patogénese da

paracoccidioidomicose.
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