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Resumo




A resposta Th1 com a ativacdo eficiente de macréfagos constituiu o
principal mecanismo de defesa na infecgdo causada pelo Paracoccidioides
brasiliensis. Componentes do sistema imune inato que induzem a polarizacéo da
resposta adaptativa como as células dendriticas (DCs) e seus produtos foram
pouco explorados, principalmente na doenca humana. O objetivo do presente
estudo foi caracterizar fenotipicamente e funcionalmente DCs obtidas a partir de
monocitos do sangue periférico (MSP) de individuos saudaveis (C), pacientes com
a forma adulta (FA) e juvenil (FJ) da paracoccidioidomicose (PCM), estimuladas in
vitro por células leveduriformes do fungo P. brasiliensis das cepas Pb18 (alta
viruléncia) e Pb265 (baixa viruléncia). Em uma segunda etapa pretendeu-se
verificar se estas DCs eram capazes de ativar linfocitos T CD4*/CD8" autoélogos.
Os MSP foram cultivados na presenca de IL-4 e GM-CSF por 7 dias e
posteriormente submetidos a estimulacao por células leveduriformes do fungo
(Pb18 ou Pb265) ou CD40L (controle positivo) ou somente meio (SE) por 18
horas. DCs derivadas de mondcitos do sangue periférico dos 3 grupos estudados
(C, FA, FJ) se diferenciam em DCs maduras na presenca de células
leveduriformes do fungo. Nos pacientes com as FA e FJ as células leveduriformes
Pb18 e Pb265 induzem maturacao semelhante nas DCs que passam a expressar
caracteristicas morfolégicas e fendtipo de células maduras com aumento da
expressao dos marcadores de maturacao (CD83 e CCR7), das moléculas de co-
estimulacdo (CD80/B7-1 e CD86/B7-2), das moléculas envolvidas na
apresentacao de antigenos (HLA-I e HLA-Il), dos receptores envolvidos no
reconhecimento de antigenos (TLR2, TLR4 e dectina-1) e diminuicdo da
expressdao do CD1a e CD209. No grupo C foram observadas as mesmas
caracteristicas de fenétipo acima mencionadas, mas de forma mais evidente em
DCs que foram estimuladas com as células leveduriformes da cepa Pb265,
quando comparada a Pb18. DCs estimuladas com CD40L mostraram potencial
maximo de expressdo dos marcadores de superficie. Constatou-se também em
DCs do grupo controle uma diminuicdo da capacidade fagocitica, ap6s 18h de
contato com as células leveduriformes do fungo, comprovando o processo de

maturacao, que foi mais efetivo na presenca de Pb265. A analise da expressao
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génica demonstrou que ambas as células leveduriformes do fungo induziram a
expressao de TNF-a, IL-1B, IL-12p35, IL-23p19 e TGF-B. A estimulagdo das DCs
com as células leveduriformes da cepa Pb265 induziu aumento da expressao de
IL-6 (C, FA, FJ). Em relagédo a IL-10 as células leveduriformes Pb265 induziram
maior expressao somente nos pacientes (FA e FJ). Na segunda etapa do estudo
verificou-se que DCs fenotipicamente competentes foram capazes de estimular a
proliferacao de linfécitos T CD4*/CD8" autélogos de forma mais acentuada quando
eram provenientes de pacientes. Nestes grupos (FA e FJ) também foi constatada
uma diminui¢do da frequéncia de linfécito T CD4*/CD8"/CD45RA™ e um aumento
da frequéncia células CD4'/CD8'/CD45RO"™ e  CD4'/CD8'/CD69".
Inesperadamente, os resultados também mostraram que DCs dos 3 grupos
estudados, que foram estimuladas com células leveduriformes do fungo, induziram
a proliferacao de linfécitos T CD3"CD4*CD25"Foxp3™, em relagdo as DCs que nao
receberam estimulos (SE). DCs de pacientes que foram estimuladas por ambas as
células leveduriformes do fungo induziram uma maior produgéo de IL-2, IL-17, IL-
10 e IFN-y por LT/CD3*CD8™?, quando comparada com DCs do grupo C. Por
outro lado, DCs dos 3 grupos estudados (C, FA, FJ) que foram estimuladas
células leveduriformes do fungo induziram uma maior produgdo de IFN-y por
LT/CD3"CD8*. Em conjunto os resultados do nosso estudo mostraram que a
estimulacdo com células leveduriformes do fungo induz uma populagcédo
heterogénea de DCs, capazes de dar origem a uma resposta linfocitaria mista com
proliferacao de linfécito Th1 (produtoras de IFN-y), Th17 (produtoras de IL-17) e
células com fenétipo regulatério Foxp3™ (produtoras de IL-10).
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Abstract




A Th1 response with an efficient activation of macrophages is the main
mechanism of defense in Paracoccidioides brasiliensis infection. Components of
the innate immune system that induce the polarization of the adaptive response
such as dendritic cells (DCs) and their products have been little explored,
particularly in human disease. The aim of this study was to phenotypically and
functionally characterize DCs obtained from peripheral blood monocytes (PBM) of
healthy individuals (C), patients with the adult form (AF) and juvenile form (JF) of
paracoccidioidomycosis (PCM), induced in vitro by P. brasiliensis yeasts cells of
Pb18 (high virulence) and Pb265 (low virulence) strains. In a second step we
sought to determine whether these DCs were capable of activating autologous
CD4/CD8 T cells. PBM were cultured in the presence of IL-4 and GM-CSF for 7
days and then stimulated by yeasts cells (Pb18 or Pb265) or CD40L (positive
control) or medium only (WE), for 18 hours. PBM of the 3 groups (C, AF, JF)
acquired the capacity to differentiate into DCs in the presence of P. brasiliensis
yeasts cells. In patients with FA and FJ yeast cells induced maturation of DCs with
increased expression of maturation markers (CD83 and CCR7), co-stimulatory
molecules(CD80/B7-1 and CD86/B7-2), antigen presentation molecules (HLA-I
and HLA-II), receptors involved in antigen recognition (TLR2, TLR4 and dectin-1)
and decreased expression of CD1a and CD209. DCs from group C showed the
same phenotypic characteristics, more evident in DCs that were stimulated with
Pb265 when compared to Pb18. DCs stimulated with CD40L showed maximum
expression of surface markers. A decrease in phagocytic capacity was detected in
DCs of the control group after stimulation with yeast cells, demonstrating the
maturation process, which was more effective in the presence of Pb265. The gene
expression analysis showed that both strains of yeasts cells induced expression of
TNF-q, IL-1B, IL-12p35, IL-23p19 and TGF-p mRNA. Stimulation of DCs with
Pb265 induced increased expression of IL-6 in all groups. Pb265 also induced a
higher expression of IL-10 mRNA only in patients (AF and JF). Our study also
showed that phenotypically competent DCs were able to stimulate the proliferation
of autologous CD4*/CD8" cells, mainly in patients. In these groups (FA and FJ) it
was also observed a reduction in the frequency of CD4*/CD8*/CD45RA™ and an
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increased frequency of CD4'/CD8"/CD45RO* and CD4'/CD8*/CD69".
Unexpectedly, the results also showed that DCs stimulated with the yeast cells
induced proliferation of T lymphocytes CD3"CD4*CD25"Foxp3*, compared to DCs
that received no stimulation. DCs from patients stimulated by both strains of yeast
cells induced a higherr production of IL-2, IL-17, IL-10 e IFN-y by LT/CD3*CD8"*%
compared with DCs from group C. Moreover, DCs from the 3 groups also induced
a stronger IFN-y production by CD3*/CD8"T cells. Altogether the results showed
that stimulation with P. brasiliensis yeast cells induces a heterogeneous population
of DCs, capable of giving rise to a mixed lymphocyte response with proliferation of
Th1, Th17, and Foxp3™ cells.

Abstract
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Introducdo




1. A paracoccidioidomicose e seu agente etiolégico

A paracoccidioidomicose (PCM) € uma micose sistémica no Brasil e regides
tropicais e subtropicais da América Latina. Além do Brasil, os paises mais
atingidos pela doenga sdo Argentina, Venezuela, Coldmbia e Equador, onde afeta
endemicamente a populacao rural (1-3). Na América Latina cerca de 10 milhdes
de individuos entram em contato com o fungo e aproximadamente 2%
desenvolvem a doenga (4,5). Esta micose representa um importante problema de
Saude Publica devido ao seu alto poder incapacitante e a quantidade de mortes
prematuras que provoca, principalmente em certos segmentos sociais, como a

populacéo rural (6).

No Brasil no periodo de 16 anos (1980-1995) foram observados 3.181
obitos por PCM que prevaleceu como endemia nas areas nao metropolitanas.
Neste periodo a PCM destacou-se como a principal micose sistémica, ocupando o
82 lugar no indice de mortalidade por doenca predominantemente cronica ou
repetitiva entre as patologias infecciosas, parasitarias e a mais elevada taxa de
mortalidade entre as micoses sistémicas com maior prevaléncia em individuos do
sexo masculino (7). E uma doenca caracterizada por inflamagdo granulomatosa
cronica, supressao da resposta imune celular em individuos suscetiveis e
formacao de granuloma compacto em individuos resistentes. A doenca pode se
desenvolver de forma localizada ou disseminada, atingindo principalmente

pulmdes, pele, mucosas, linfonodos e o sistema nervoso central (8).

O agente etiolégico da PCM € o fungo dimérfico Paracoccidioides
brasiliensis (Pb), cuja capacidade de causar doenca depende da transicdo de
micélio para levedura no hospedeiro (4,5). Esta transicao morfoldgica é induzida
pelo aumento da temperatura (25°C - 37°C) e modulagdo da composicdo da sua
parede celular (9,10). A temperatura parece ser o uUnico fator que interfere no
dimorfismo do P. brasiliensis e o torna capaz de colonizar, invadir e sobreviver no
hospedeiro. Cepas incapazes de diferenciar-se em células leveduriformes, nao
causam a doenga (11).
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A a-(1-3) glucana € um homopolimero de glicose com ligagbes o-
glicosidicas presente na parede celular de leveduras de P. brasiliensis, enquanto a
B-(1-3) glucana predomina na forma miceliana do fungo. Concentragbes elevadas
de o-(1-3) glucana na parede celular das leveduras foram associadas a maior
viruléncia. Nao somente no P. brasiliensis, mas em varios fungos de importancia
médica, verificou-se que a redugao da a-(1-3) glucana pela passagem em animais
de laboratério ndo tem efeito no crescimento in vitro, mas atenua fortemente a
viruléncia em modelos murinos de infeccao respiratéria (9,12)

Na PCM uma forte resposta inflamatéria foi observada na infeccéo
experimental com cepas de baixa viruléncia do P. brasiliensis (Pb265) com maior
teor de B-(1-3) glucana, comparada a resposta as cepas de alta viruléncia (PbHC),
ricas em a-(1-8) glucana e com baixas concentragcdes de pB-(1-3) glucana,
sugerindo que diferencas na concentracao da B-(1-3) glucana na parede celular
poderia explicar as diferencas encontradas entre as cepas (13, 14, 15).

A baixa viruléncia da cepa Pb265 de P. brasiliensis vem sendo atribuida a
uma maior exposicao da B-(1,3) glucana em sua parede, o que levaria a maior
capacidade de reconhecimento pelos fagécitos e producdo de TNF-a. Varios
trabalhos mostraram que a atividade fungicida de mondcitos humanos €
significativamente maior contra a cepa Pb265 comparada a Pb18, que possui
maior teor de a-(1,3) glucana. Por outro lado, em trabalho recente verificamos que
a cepa Pb265 também é forte indutora de IL-10 sugerindo que um balango
adequado das concentracdes de TNF-a e IL-10 poderiam contribuir para uma
resposta imunolégica mais eficaz contra o fungo, impedindo uma resposta

inflamatoria exacerbada (14, 15, 16).

A PCM ¢ adquirida pela inalacdo de conidios produzidos pela forma
miceliana do fungo, que atingem os pulmdes onde se diferenciam em células
leveduriformes que, a partir do foco primario de infeccdo, se disseminam por via

linfo-hematogénica para diferentes érgaos ou sistemas (17).

A maioria dos individuos expostos ao fungo desenvolve infeccao

assintomatica caracterizada pelo teste cutdneo de hipersensibilidade do tipo tardio
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positivo a paracoccidioidina. As formas clinicas da PCM podem ser classificadas
em dois grandes grupos: a forma crénica ou adulta (FA) e forma aguda ou juvenil
(FJ) (18).

A FA constitui 90% dos casos, atinge preferencialmente individuos do sexo
masculino acima dos 30 anos e tem instalacdo lenta e gradual. Acomete
principalmente os pulmdes, levando ao comprometimento da funcao pulmonar e
formacao de granulomas compactos contendo poucas células fungicas. A doenca
pode se disseminar para outros 6rgédos ou tecidos formando lesdes secundarias
na pele, mucosas, linfonodos e glandulas adrenais. Diferentemente, a FJ atinge
criancas e adultos jovens com idade inferior a 30 anos, de ambos os sexos e é
caracterizada como uma forma mais grave e disseminada, atingindo o sistema
fagocitico-mononuclear com o compromentimento de linfonodos, figado, bago e
medula éssea. Nestes pacientes os granulomas sdo geralmente mais frouxos e

contém inimeras células fungicas (19).

2. A resposta imunoldgica na paracoccidioidomicose
A resposta imunolégica celular caracterizada pela ativacao de macréfagos
constitui o principal mecanismo de defesa contra o P. brasiliensis (7).

Em trabalhos anteriores verificamos que células mononucleares do sangue
periférico (CMSP) de individuos moradores da zona endémica para PCM, que
apresentam teste cutdneo positivo a antigeno do fungo, mas nao tém sinais ou
sintomas da doenca (PCM-infeccao) proliferam vigorosamente em resposta a
antigenos do fungo com producao de IFN-y e baixas concentragbes de IL-4, IL-5 e

IL-10, caracterizando uma resposta Th1 (20).

Diferentemente, CMSP de pacientes portadores da FJ apresentam resposta
linfoproliferativa basal e teste cutdneo negativo a antigenos do fungo, com a
producéo de baixas concentracdes de IFN-y e maior secrecéo de IL-4, IL-5, IL-10 e
TGF-B (13). Além disso, estes pacientes sdo caracterizados por eosinofilia

periférica e pela producao predominante de anticorpos das classes: IgG4, IgA e
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IgE contra gp43 (antigeno imunodominante especifico do P. brasiliensis),
sugerindo uma resposta do tipo Th2 (21,22).

A FA pode ser classificada em 2 tipos, tendo por base o numero e a
localizagdo das lesbes causadas pelo fungo. Nos pacientes com a forma
multifocal, na qual as lesbes sdo numerosas e distribuidas em varios 6rgaos,
observa-se um padrao de producéo de anticorpos similar ao encontrado na FJ da
doenca, isto €, com predominio de lgG4, IgE e IgA, isotipos cujo switch é
determinado por citocinas Th2. Por outro lado na forma unifocal, caracterizada por
lesbes restritas a um unico 6rgao, prevalecem anticorpos do tipo IgG1. Quanto a
resposta imune celular, pacientes com a FA em geral apresentam resposta
linfoproliferativa especifica menor do que o grupo PCM-infecgdo e maior do que o
grupo portador da FJ da PCM, com baixa produgédo de IL-4 e IL-5, niveis
equivalentes de IFN-y e IL-10 e aumento da producéo de IL-12 (21,22).

A analise da expressao génica também mostrou que individuos portadores
de PCM-infeccao apresentam precocemente alta expressdao de mRNA para IFN-y,
TNF-a e para as quimiocinas CXCL9 e CXCL10 (induzidas por IFN-y e com acao
sobre linfocitos T), quando comparados aos pacientes com a forma juvenil da
doenca. Pacientes com a FA da doenca expressam niveis similares de CXCL10 e
IFN-y e altos niveis de CXCL9 em relagéo aos individuos PCM-infecgéo. Por outro
lado, a expressdo do mRNA para citocinas Th2 (IL-4, IL-5, IL-10 e TGF-B1), é
elevada e precoce nas formas juvenil e crbnica da doenca, quando comparado
com o grupo PCM-infecgcao (23).

A analise por meio da citometria de fluxo revelou frequéncia mais elevada
de CMSP positivas IFN-y, TNF-a, IL-2, CXCL9 e CXCL10 em individuos
portadores de PCM-infeccdo comparados a pacientes. Neste estudo foi possivel
verificar células positivas para IFN-y principalmente na populagcdo de linfécitos T
CD3'CD8*, enquanto que as citocinas IL-2 e o TNF-a foram detectados
principalmente em linfécitos T CD3*CD4" (24).

Em conjunto estes trabalhos que avaliaram CMSP mostraram claramente
uma producgao diferencial de citocinas e quimiocinas nas diferentes manifestagdes
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da PCM, com uma resposta Th1 associada a resisténcia e a resposta Th2 a maior
sucetibilidade a doenca (17).

Estes resultados também estdo de acordo com estudos que avaliaram a
resposta imunoldgica local em lesbes da mucosa oral e linfonodos de pacientes
com a forma adulta e juvenil da PCM, respectivamente, pela técnica de
imunoistoquimica. A expressdao do TNF-a e iNOS foi similar em linfonodos e na
mucosa oral. Enquanto que a expressao do TGF-B e da IL-10 foi observada
principalmente em macrofagos, somente nos linfonodos. A alta expressao de
citocinas supressoras (TGF-p e IL-10) nos linfonodos de pacientes com a FJ da
PCM apontaram para um mecanismo de evasao do fungo, que poderia contribuir

para a disseminacao da doenca (25).

Além da resposta mediada por linfécito T CD4" foi demonstrado um namero
aumentado de linfécitos T CD8" no lavado broncoalveolar (BAL) de pacientes com
a FA da PCM, sugerindo um papel para estas células na resposta imune local
(26). Em continuidade, estudos ex vivo mostraram que pacientes com PCM
apresentam uma menor frequéncia de linfécito T CD8" perforina® e granzima A* e
B* no sangue periférico do que individuos com PCM-infeccdo, o que poderia
contribuir para uma menor capacidade fungicida/citotéxica dessas células na
doenca (27).

Em pacientes com PCM, principalmente aqueles com formas mais graves
da doencga, ocorre uma supressao da resposta imune celular, caracterizada pelo
teste cutdneo de hipersensibilidade do tipo tardio negativo (11), aumento da
expressao de CTLA-4 (92) e producao de IL-10 e TGF-B (18). Foi constatado que
pacientes com PCM ativa apresentam um numero maior de linfécito T com
atividade regulatéria (CD4"CD25"Foxp3*) no sangue periférico, do que aqueles
que receberam tratamento anti-fungico e que sdo considerados curados,
sugerindo que estas células estariam desepenhando uma funcao
imunossupressora na fase de atividade da doenca (28).
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3. Aresposta imune inata

Tradicionalmente considerada apenas a primeira linha de defesa, a
resposta imune inata tem recebido renovada atengdo, tendo em vista a sua
capacidade de distinguir estruturas proprias de nao préprias e de ativar
mecanismos da resposta adaptativa por meio de sinais especificos (29). Apesar
da falta de especificidade, quando comparada a resposta adaptativa, a resposta
imune inata consegue detectar a presenca e a natureza da infecgao, iniciando e
determinando a resposta efetora da imunidade adquirida. A resposta imune inata
baseia-se na pré-existéncia de alguns elementos: proteinas do sistema
complemento, leucocitos polimorfonucleares (PMN), células natural killer (NK),
células apresentadoras de antigenos (APCs) [macrofagos e células dendriticas
(DCs)], citocinas e quimiocinas inflamatérias, que diretamente interagem com
microrganismos levando a sua destruicdo ou inibicado de seu crescimento. Estes
mecanismos tém um profundo efeito no desenvolvimento da resposta adaptativa,

que é ativada em uma fase mais tardia da resposta imunoldgica (30).

A resposta imune inata contra os fungos baseia-se no reconhecimento de
estruturas moleculares conservadas encontradas em inumeros grupos de
microrganismos, os PAMPS (padrbes moleculares associados a patdégenos), que
sédo reconhecidos pelos PRRs (receptores de reconhecimento padrdo), como os
receptores de manose (MRs), receptores de complemento (CRs), receptores de
glucanas (dectina-1) e os receptores do tipo toll (TLRs), capazes de iniciar a

fagocitose e ativar a via pro-inflamatéria (31).

Os TLRs constituem um dos grupos mais importantes de proteinas
transmembrana capazes de interagir com patégenos. No minimo 11 membros
desta familia foram descritos em humanos (32). A ativagdo dos TLRs resulta na
producdo de varios mediadores inflamatérios e anti-inflamatérios que regulam a
resposta imune adaptativa (16,31). Recentemente foi descrito que os TLRs podem
ser utilizados pelo P. brasiliensis como mecanismo de escape dos fatores

fungicidas e fungistaticos da imunidade inata (26).
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O TLR4 reconhece lipopolissacarideos de bactérias gram-negativas (LPS)
enquanto que o TLR2 esta envolvido na interagdo com lipoproteinas de bactérias
gram-positivas, peptideoglicanos e componentes de parede celular de fungos
(30,31). Estudos posteriores também atribuiram ao TLR2 a inducdo de uma
resposta imune anti-inflamatéria no hospedeiro (33).

Os receptores do tipo toll controlam a expressao génica de citocinas
inflamatérias (IFN-a,, IFN-B, IL-1B, IL-6 € TNF-a) em DCs por meio de vias de
sinalizacao NF-«xB, proteinas quinases ativadas por mitégenos (MAPKSs) e fatores
reguladores de interferons (IRFs) (34). A ativacao de DCs por meio do TLR4 e
TLR9 (LPS e CpG, respectivamente) leva a rapida produgéo de IL-6, suprimindo a
atividade de LT CD4*CD25" (35,36).

Células leveduriformes do P. brasiliensis sao capazes de ativar TRL2 e
TRL4 de macréfagos, causando o aumento da sua atividade fagocitica e producao
de o6xido nitrico (37). Em trabalho complementar os mesmos autores observaram
que camundongos TLR27/. com infeccao pulmonar cronica pelo P. brasiliensis
apresentam uma doenga mais controlada e menos grave que animais selvagens,
com diminuicdo do numero de linfécitos T CD4* e CD8" ativados, aumento do
namero de neutréfilos, diminuicdo da producédo de citocinas Th1 e Th2 e producao
de TGF-B, IL-6, IL-23 e IL-17. Nestes animais o desenvolvimento preferencial de
uma resposta Th17 foi associado a uma expansao diminuida de linfécito Treg
CD4*CD25"Foxp3* e maior controle da doenca (38). Por outro lado, em outro
trabalho os mesmos autores verificaram que camundongos C3H/Hed , que sao
naturalmente deficientes na via de sinalizacdo do TLR4, n&o sdo capazes de
controlar a infeccdo pulmonar pelo P. brasiliensis, o que estaria associado a uma
resposta imune celular deficiente e aumento da populagdo de linfécito T
regulatérias, comparado a animais C3H/HePas que expressam receptores
funcionais (39).

Resultados de nosso grupo de pesquisa sugerem a participacao do TLR2,
TLR4 e dectina-1 no reconhecimento e internalizacdo do fungo por mondécitos e

neutréfilos humanos, e consequente ativacdo da resposta imunolégica ao
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Paracoccidioides brasiliensis. Neste trabalho foi demonstrado que células
leveduriformes da cepa Pb265 (baixa viruléncia) induzem um balan¢o na producéo
TNF-o/IL-10, o que poderia possibilitar melhor controle da infeccdo pelo
hospedeiro, evitando uma resposta inflamatéria exacerbada (16). Por outro lado,
Acorsi-Valerio et. al., (2010) mostraram que a ativacao de neutréfilos humanos por
células leveduriformes da cepa de alta viruléncia (Pb18) via TLR2 e TLR4 induzia
a producao de IL-8 e IL-10, o que poderia ser considerado um mecanismo
patogénico durante a infecgao (40).

O reconhecimento de polissacarideos da parede dos fungos inicia
respostas imediatas como fagocitose, producao de compostos antimicrobianos e
inducado de citocinas inflamatérias, que ativam e recrutam células do sistema
imune inato e adaptativo. A dectina-1, receptor tipo lectina C, reconhece moléculas
de 1,3 B-glucanas, um dos principais componentes da parede celular de fungos
patogénicos como P. brasiliensis, Candida albicans, Aspergillus fumigatus e
Pneumocystis jirovecii. A interagdo da dectina-1 com seu ligante induz a
fagocitose, produgcdo de citocinas (TNF-a, IL-2, IL-10 e IL-12), producdo de
reativos intermediarios do oxigénio e recrutamento de leucécitos para o sitio
inflamatério para controle da proliferacéo fungica (41,42).

Alguns trabalhos sugerem que a dectina-1 age em sinergismo com TLRs,
promovendo uma exacerbada resposta inflamatéria (43). Camundongos
deficientes em dectina-1 sdo mais suscetiveis a infecgdo por Candida albicans e
Pneumocystis jirovecii (41).

Além do reconhecimento de 1,3 B-glucanas, outros trabalhos mostraram
que, em humanos, a dectina-1 pode funcionar como uma molécula co-
estimulatéria para linfécito T (44). Os receptores do tipo foll induzem uma resposta
Th1; enquanto que dectina-1 pode levar a producédo de IL-23 e IL-6 polarizando

para a resposta do tipo Th17 (31)
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4. Células Dendriticas (DCs)

Varios tipos de células podem exercer a funcdo de apresentacdo de
antigenos (APCs) como macréfagos, mondcitos, linfécitos B, DCs e células
endoteliais. (45). Entretanto apenas as DCs sao consideradas APCs profissionais,
pois sao fundamentais para manter a tolerancia aos antigenos self, para ativar as
linfécito T naive, efetoras e memdéria e para interagir com células do sistema imune
inato, potencializando assim a resposta imune adaptativa (46-48). As DCs séao
heterogéneas e diferem em relacdo aos seus marcadores de superficie,
localizagao e produgéo de citocinas. Diferentes fatores de transcricao e citocinas
controlam o desenvolvimento de populacbes de DCs com distintas propriedades
funcionais (49). Desta forma as DCs mantém a homeostasia entre as subclasses
de linfécitos T naive CD4" e CD8" (50).

As DCs podem ser de origem mieldide (mDCs) ou plasmocitéide (pDCs). As
pDCs estdao envolvidas na imunidade anti-viral, expressam TLR7 e TLR9 e

produzem grandes quantidades de IFN do tipo | (34,51,52).

Em humanos, DCs miel6ides podem ser produzidas in vitro a partir de
monécitos CD14* do sangue periférico que representam 10% dos leucécitos
circulantes (53). Os mondécitos sdo células imunes efetoras equipadas com
receptores para quimiocinas, e que possuem a capacidade de migrar do sangue
periférico para os tecidos durante os processos infecciosos. Estas células
fagociticas produzem citocinas inflamatérias (TNF-a, IL-1p, CXCLS8, IL-6), anti-
inflamatorias (IL-10), se diferenciam em macrofagos e DCs, durante os processos
inflamatérios e sao fundamentais na resposta imune inata a microrganismos
patogénicos (47,53).

Monécitos CD14" diferenciam-se em DCs in vitro na presenca de GM-CSF e
IL-4. O GM-CSF é um fator de crescimento que promove a sobrevivéncia e
diferenciacdo de monécitos em DCs funcionais, enquanto que a IL-4 inibe a
diferenciacao de mondcitos em macréfagos (54). A combinacao destas citocinas
para a obtencdo de DCs com fendtipo imaturo a partir da diferenciacdo de
mondcitos foi descrita por varios autores (55-58). Estas células mielbides
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diferenciadas na presenca de GM-CSF produzem grandes concentragdes de TNF-

a e oxido nitrico apés estimulacdo com microrganismos patogénicos (59).

Na periferia, as DCs imaturas (iDCs) agem como sentinelas do sistema
imune e sao encontradas em tecidos nao linfaticos como epitélio (células de
Langerhans), trato respiratério e gastrointestinal (60). Durante o processo
infeccioso in vivo, iDCs da periferia sdo ativadas pela interagdo com componentes
dos microrganismos como lipopolissacarideos (LPS) ou mediadores inflamatorios
(IL-1B/TNF-a) da resposta imune inata, capturam e processam antigenos e
adquirem receptores de quimiocinas (CCR5/CCRY7) que Ihes permitem migrar para
os linfonodos, via linfatico aferente, onde ocorre a sua maturacdo e inicio da
resposta imune, com a apresentacao de peptideos para linfécitos T naive (45,46).
O direcionamento da migracao de DCs depende da inducdo da expressao do
receptor CCR7, ligante das quimiocinas CCL19 e CCL21. O CCL21 é produzido
em o6rgaos linféides secundéarios por células reticulares fibroblasticas em areas
ricas em LT. Em nddulos linféides n&o inflamados as células reticulares
fibroblasticas produzem CCL19. Em humanos o CCL19 pode ser produzido por
DCs CCR7* ativadas, que migram para os nddulos linféides em condigdes
inflamatorias (61). A expressao deste marcador é uma das caracteristicas chave
das DCs maduras e steady-state (estagio intermediario de ativacao) e as difere de
outras APCs como os macréfagos (50). Durante o processo de maturacao a
expressdao de CCR7 aumenta em até 10 vezes, induzindo a migragdao das DCs

para os linfonodos (62).

Outro receptor expresso em iDCs, macréfagos e linfécitos T de memoria e
efetores é o receptor de quimiocina CCR5, que tem alta afinidade pelo CCL3/MIP-
1a (63). O CCRS5 liga-se também a proteina de choque térmico 70 de bactérias
(HSP70) (64).

A estimulagcdo de mondcitos com GM-CSF e IL-4 in vitro leva a sua
diferenciacdo em DCs com fendtipo imaturo, que expressam altos niveis de
CD11c, CD1a, baixa expressdo de moléculas de adesédo (LFA-1/CD11a, ICAM-
1/CD54, LFA-3/CD58), antigenos do complexo principal de histocompatibilidade
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classe Il (HLA-II) e moléculas de coestimulacao (CD40, B7-1/CD80, B7-2/CD86).
Essas células ndao expressam CD14/CD16, nem CD83 (marcador de DCs apéds
maturagcédo) e sdo especializadas na captura e processamento de antigenos. A
estimulagcado in vitro das iDCs com TNF-a, CD40L e LPS pode levar a sua
maturacéo (46,65,66).

A maior caracteristica funcional das iDCs é a sua alta capacidade de
fagocitose. A macropinocitose refere-se a formacdo de vesiculas endociticas
primarias (tamanho entre 1-3 um). O TNF-a. e produtos bacterianos (como LPS)
estimulam a macropinocitose (67,68). A endocitose de antigenos é uma
importante funcéo de iDCs, que para tal, expressam uma grande variedade de
receptores como FcyRI (CD64), FcyRIl (CD32), FcyRIll (CD16), FceRI, FceRll
(CD23) e FcaRlll (CD89) (34,69).

As DCs também expressam receptores de lectina do tipo C (CLRs)
responsaveis pelo reconhecimento de estruturas de carboidratos em patdgenos,
como os receptores de manose de macréfagos (MR/CD206), DEC-205/CD205,
DC-SIGN/CD209, BCDA-2, dectina-1, DCIR, DCAL-1 e C-LEC (70-73). Estas
linfécito Também expressam receptores scavenger classe A (SR-A), CD36 e LOX-
1 (74).

A fagocitose de material apoptético também € uma caracteristicas das iDCs
por meio de outros receptores como as integrinas avp3 e avB5 e o receptor
scavenger CD36. A fagocitose destes antigenos induz in vivo uma resposta imune
efetiva (linfécitos T CD4") ou a producdo de linfocito T regulatérias (Treg) (75).
Alguns trabalhos revelam que nem todos os antigenos que sao fagocitados pelas
iDCs sao processados em peptideos e a fragdo antigénica pode ser apresentada
na sua forma nativa (50).

Alguns estudos revelam que a fagocitose de microrganismos opsonizados
envolve os receptores de complemento e receptores do tipo Fc, enquanto que a
fagocitose de microrganismos ndo opsonizados envolve receptores MR e o CD36
(34).
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A maioria das DCs residentes periféricas expressam fendétipo imaturo. Se
nao houver estimulacdo destas células na periferia elas permanecem imaturas e
residentes no tecido com baixa expressdao das moléculas HLA-Il e auséncia de
moléculas de coestimulagdo. A apresentacdo de antigenos na auséncia de
moléculas co-estimulatérias leva a expanséo clonal de linfécitos T anérgicos (75).

A maturacdo completa das DCs é necessaria para que haja a inducao da
resposta imune, com ativacdo de LT naive. A maturagcdo completa destas células
pode ser induzida por meio dos receptores tipo foll (TLRs), LPS, citocinas
inflamatérias, RNA viral, ou CD40L. Em média o processo de maturagao de DCs é
rapido (= 18 a 20 horas, com a estimulagéo pelo LPS), antes da sua morte por

apoptose (76).

Trabalhos experimentais demonstraram que maturacao in vitro de DCs pelo
TNF-a induz a ativagao de Treg produtoras de IL-10, enquanto que a maturagao
destas células pelo LPS e CD40L induz a polarizacao de linfécitos Th1. In vitro
DCs maturadas pelo CD40L produzem grandes quantidades de IL-12 e induzem a
secrecdo de IFN-y por LT CD4" naive em cultura alogénica. A IL-12 suprime a
expressdao do fator de transcricdo GATA-3, prevenindo o desenvolvimento de
linfécito Th2. J& o LPS induz a expressao das moléculas de coestimulagcao (B7-
1/CD80 e B7-2/CD86) e a producgéo de IL-6 e TNF-a por DCs. Por outro lado as
DCs estimuladas in vitro com TGF-p induzem a proliferacdo de linfécito Treg
CD4"Foxp3* a partir de linfocitos T naive. Portanto, dependendo do estimulo que
causa a diferenciagcdo das DCs o resultado pode ser a inducao de células com
fenétipo imunogénico ou tolerante (Treg), que vao determinar a resposta imune
subsequente (50,60,75,77-79).

Além da diferenciacao Th1 e Th2, DCs podem induzir a diferenciacao de
linfocito Th17 a partir de LT naive na presencga de citocinas como: IL-6, IL-1p e IL-
23. Estas células produtoras de IL-17, IL-17F, IL-22 e IL-21 estdo envolvidas em
processos inflamatérios exacerbados como doengas autoimunes e na protecédo
contra varios microrganismos patogénicos como: Candida albicans,

Staphylococcus aureus e Mycobacterium tuberculosis (60). O fator de transcricao
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RORyt e RORa sao induzidos durante a diferenciacdo de LT naive para linfécito
Th17 em resposta a IL-6 (via STAT3), IL-21 e IL-23 (80,81).

O balango entre a expressdo do RORyt e do Foxp3 determina a
diferenciacdo de LT naive em linfécito Th17 ou Treg. O Foxp3 é altamente
induzido pelo TGF-B e expresso em linfocito Treg CD4"CD25". Por outro lado a IL-
6 e a IL-21 inibem a indugéo do Foxp3 pelo TGF-B e ativam a expressdao de RORyt

e RORa favorecendo a diferenciacao de linfécito Th17 (81,82).

Além da funcao imunogénica as DCs exercem a fungao tolerogénica que
pode ser influenciada pela presenca no microambiente de citocinas anti-
inflamatérias (IL-10 e TGF-B) e moléculas co-estimulatérias (B7-1/CD80 e B7-
2/CD86). Entretanto, citocinas inflamatorias (TNF-a e IFN-y) induzem a expressao
da enzima IDO (indoleamina 2,3-dioxygenase) em DCs, o que limita a ativagéao
excessiva de LT no sitio inflamatério (60). A IDO € uma enzima citosdlica que
catalisa a etapa inicial do metabolismo do aminoacido essencial triptofano (Trp)
pela via das quinureninas, que por sua vez, inibe a imunidade mediada por
linfécitos T. Esta inibicdo pode ser devido ao catabolismo do Trp, inducdo de
apoptose dos LT via quinureninas, geragdo de linfécito Treg e inibicdo da
diferenciacao de linfécitos Th17 (83).

Estudos experimentais recentes mostraram que o numero de DCs
correlaciona-se inversamente com o numero de Treg, sugerindo que DCs

tolerogénicas mantém o balango entre imunidade e tolerancia (60).
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5. DCs na PCM experimental

Varios trabalhos recentes evidenciaram a importante participacdo das DCs
na infec¢ao experimental pelo P. brasiliensis.

Foi demonstrado que DCs de camundongos resistentes a infec¢ao pelo P.
brasiliensis apresentam alta expressao de antigenos HLA-Il, CD80 e CD86,
quando comparado com macréfagos e linfécitos B e sdo capazes de estimular a
producédo de citocinas do tipo Th1 (IL-2 e IFN-y). J& os macr6fagos estimulam a
produgédo de citocinas Th1 e Th2 (IL-10, IL-4 e IFN-y), enquanto os linfécitos B
induzem somente citocinas Th2 (IL-4 e IL-10) (84). Em contrapartida, em animais
suscetiveis foi observado que macrofagos e DCs, ndo induzem a proliferagéo de
linfécitos Th1 e nem tampouco a producdo de citocinas, 0 que poderia levar a
progresséo da doenga (85).

Em trabalho complementar os mesmos autores demonstraram que células
da medula éssea de camundongos resistentes (A/J), estimuladas in vitro com
citocinas durante 7 dias e pulsadas com células leveduriformes de P. brasiliensis
ou com gp43 (com ou sem LPS) expressam baixas concentragdes de antigenos
HLA-II e moléculas de adesao e produzem baixas concentragdes de IL-12 e TNF-
o. Esta supressao da resposta imune inata foi interpretada como uma estratégia
do fungo para persistir no hospedeiro, sugerindo que as células leveduriformes em
si ou a gp43 liberada em grande quantidade durante a infeccdo poderiam resultar
na reducao da eficacia da resposta imunolégica de pacientes com PCM (86). Além
disso, foi verificado que a baixa expressdao das moléculas co-estimulatérias e a
baixa producédo de IL-12 por DCs estimuladas pela gp43 induzem uma resposta
Th1 deficiente, com um aumento do nimero das unidades formadoras de coldnias

(CFUs) do fungo nos pulmdes (87).

Na mesma linha outros estudos mostraram que em animais suscetiveis
(B10.A) a infecgéo pelo P.brasiliensis induz DCs com fendétipo regulatério capazes
de produzir grande quantidades de IL-10 e pouca IL-12 e que estas DCs
regulatérias sdo induzidas via TLR2 e dectina-1 (88).
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Estes estudos demonstram o importante papel nas DCs no controle da
resposta imune na PCM experimental e sua influéncia na suscetibilidade ou
resisténcia a doenga. Entretanto, ndo existem trabalhos que avaliaram a
participacdo das DCs na infeccdo humana pelo P. brasiliensis.

Para preencher esta lacuna o presente trabalho objetivou caracterizar as
DCs geradas a partir de monécitos do sangue periférico de pacientes com PCM
estimuladas in vitro por células leveduriformes de P. brasiliensis das cepas Pb18
(alta viruléncia) e Pb265 (baixa viruléncia). Em uma segunda etapa, DCs pulsadas
células leveduriformes do fungo foram analisadas quanto a capacidade de ativar
linfécitos T CD4* e CD8" autélogos.
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1. Objetivo geral:

Verificar o potencial de células leveduriformes do fungo P. brasiliensis
(Pb18, alta viruléncia e Pb265, baixa viruléncia) em promover a diferenciacdo
fenotipica e funcional de DCs obtidas a partir de monécitos do sangue periférico
de pacientes com a forma adulta (FA) e com a forma juvenil (FJ) da PCM.

2. Objetivos especificos:

1. Verificar se mondcitos do sangue periférico de pacientes com a FA e FJ
da PCM e individuos normais saudaveis (controles) podem ser diferenciados in
vitro em DCs competentes pela estimulacdo com células leveduriformes do fungo
P. brasiliensis e se existe diferenca entre as cepas Pb18 (alta viruléncia) ou Pb265

(baixa viruléncia)

2. Verificar se DCs fenotipicamente competentes geradas a partir de MSP
de individuos normais saudaveis e de pacientes (FA e FJ) com PCM séo capazes
ativar linfécitos T CD4"/CD8* autélogos (proliferagdo, producgao citocinas e indugdo

de células com fendtipo regulatério)
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1. Casuistica

Foram incluidos no estudo 27 pacientes com PCM, atendidos no Hospital
das Clinicas da UNICAMP, com diagndstico comprovado pelo achado do fungo
em exame direto ou biépsia. Os pacientes foram agrupados de acordo com a
forma clinica em 2 grupos: forma adulta (FA: n=15, 13 do sexo masculino e 2 do
sexo feminino) e forma juvenil (FJ: n=12, 5 do sexo masculino e 7 do sexo
feminino). As caracteristicas clinicas dos pacientes estdo descritas no anexo 1 e
2. Também foram estudados 16 individuos saudaveis [grupo controle (C), 9 do
sexo masculino e 7 do sexo feminino] selecionados na zona endémica de
Campinas, SP, que ndo entraram em contato com o fungo, evidenciado por teste
cutdneo negativo a gp43 de P. brasiliensis.

Os individuos foram submetidos a 2 coletas de sangue (entre 40mL e 100
mL cada), com intervalo de 1 semana.

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias Médicas da Unicamp e aprovado segundo o Parecer n° 263/2006 e
CAAE: 0195.0.146.000-06 (anexo 3) e todos os sujeitos aceitaram participar do
estudo mediante a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido

(anexo 4).

2. Obtencao de células leveduriformes do P. brasiliensis

Células leveduriformes do fungo P. brasiliensis (cepa Pb18 alta viruléncia e
cepa Pb265 baixa viruléncia) foram gentiimente cedidas pela Profa. Dra. Vera
Calich do Departamento de Imunologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de Sao Paulo (USP), e desde entdo sdo mantidas em cultura a
35°C no Laboratério de Microbiologia da Divisdo de Patologia Clinica do Hospital
das Clinicas da UNICAMP, em meio Neopeptona suplementado com
aminodcidos. As células leveduriformes foram utilizadas no quinto dia apos
repique. Foram utilizadas somente as células leveduriformes que apresentaram
viabilidade acima de 80%, avaliada pela coloracdo com Azul de Trypan. Para a
estimulagdo das DCs foram utilizadas células leveduriformes das cepas Pb18 e

Pb265 na concentracao de 1:10 (levedura: células dendriticas) (87).
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3. Obtencao do antigeno celular do P. brasiliensis (cAg)

Células leveduriformes (cepa Pb18 alta viruléncia e Pb265 baixa viruléncia)
obtidas apods 5 dias de crescimento em meio Fava-Neto, foram homogeneizadas
por 1 minuto em banho de gelo, sonicadas em 3 ciclos de 1 minuto e incubadas
por uma noite a 4°C, sob agitacdo lenta e continua. A mistura foi entao
centrifugada a 10.000 r.p.m. por 30 segundos a 4°C. O sobrenadante obtido foi
dialisado por 24 horas em tampao Tris-HCI 0.002M (pH 8.1) com 2 trocas € a
preparacao obtida (cAg) foi avaliada quanto ao conteudo protéico pelo método de
Bradford e caracterizada por eletroforese em gel de poliacrilamida e coloragéao

prata.

4. Separacao das células mononucleares do sangue periférico (CMSP)

Todas as culturas celulares foram realizadas no Laboratério de Imunologia
Celular (LIC) do Centro Integrado de Pesquisas Oncohematoldgicas da Infancia
(CIPOI), UNICAMP.

Aproximadamente um volume entre 40mL e 100mL de sangue periférico
foram coletados em tubos com heparina. As CMSP foram isoladas em gradiente
de separacao Ficoll-Hypaque, densidade 1,077 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO,
EUA) (89). Apé6s 3 lavagens em solucao tampéo fosfato gelado (PBS) (Sigma) as
células foram colocadas em meio RPMI 1640 (Sigma) suplementado com 2% de
soro fetal bovino (Invitrogen, Paisley, Escécia), penicilina e estreptomicina (PS —
0,2%) (GIBCO, Grand Island, NY, EUA). Posteriormente as células foram
contadas em camara de Neubauer e a sua concentracdo ajustada para 5 a
10x10° células/mL.

No anexo 5 pode ser verificado o volume de sangue periférico coletado, o
nuamero de células obtidas ap6s a separagdo em Ficoll Hypaque, a fracao de
células obtidas ap6s aderéncia em plastico, a recuperacao e a porcentagem de
iDCs apds 7 dias de cultura com GM-CSF e IL-4 em relacéo a fracdo aderente

inicial.

Material e Métodos 60



5. Geracao de células dendriticas (DCs)

As DCs foram produzidas in vitro a partir de CMSP de acordo com Sallusto
e Lazavecchia (56). Resumidamente, CMSPs (5 a 10x10° células/mL) foram
incubadas em frascos plasticos de 75cm? (Sarstedt, Montreal, Québec, Canada)
por 2 horas em estufa com temperatura de 37°C e 5% de CO,. Em seguida as
células nao aderentes foram delicadamente removidas. Apés a remocao das
células ndo aderentes a fracdo de células aderentes (mondcitos) foi
delicadamente submetida a 5 lavagens com D-PBS (Sigma) aquecido em banho-
maria a 37°C. Em seguida esta fracao celular foi incubada durante 7 dias com
RPMI suplementado com 10% SFB, 1% Piruvato (GIBCO, Grand Island, NY,
USA), 2% L-glutamina (GIBCO), rhIL-4 recombinante (rhiL-4) (5ng/mL ou 500
Ul/mL) (R&D Systems inc., Minneapolis, EUA) e rhGM-CSF (100ng/mL ou 800
Ul/mL) (Peprotech-Funpec, Ribeirdo Preto, SP, Brasil). No 2° e 5° dia as culturas
receberam citocinas frescas (GM-CSF e IL-4), sem a troca do meio de cultura
inicial (90,91). Para acompanhar a avaliagdo do processo de diferenciagcdo de
mondcitos em DCs foi realizada uma marcacdo de superficie das células nos
seguintes tempos: zero, 2° e 7° dia (Fig. 1 do anexo 6).

6. Maturacao de DCs

No 7° dia de cultura as células dendriticas imaturas (iDCs) foram
removidas do frasco com ajuda de D-PBS gelado e de um bastdo de borracha
(Corning, New York, EUA). As células foram lavadas com PBS e a viabilidade foi
avaliada pela coloragcdo com azul de Trypan (91). Estas células foram avaliadas
em todos os experimentos como 7¢ dia SE (sem estimulo) (condicao 1).

Em seguida, parte das células foi colocada em tubos com RPMI 1640
suplementado com IL-4 (5ng/ml ou 500 Ul/ml), GM-CSF (100ng/ml ou 800 Ul/ml)
e incubadas por 18h, sob agitagéo constante, a 37°C, em estufa com 5% de CO»,
na presenga ou nao dos seguintes estimulos: células leveduriformes de P.
brasiliensis cepa Pb18 ou Pb265 ou CD40L (controle positivo).
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Em resumo, em todos os experimentos foram avaliadas DCs geradas nas

seguintes condi¢des:

Condicéo 1: DCs (7¢ dia) + meio + IL-4 + GM-CSF — sem estimulo (SE)
Condicao 2: DCs (8¢ dia) + meio + IL-4 + GM-CSF — sem estimulo (SE)
Condicéao 3: DCs (8° dia) + meio + IL-4 + GM-CSF + células leveduriformes Pb18
Condicéao 4: DCs (8° dia) + meio + IL-4 + GM-CSF + células leveduriformes
Pb265

Condicéo 5: DCs (8° dia) + meio + IL-4 + GM-CSF + CD40L— controle positivo

7. Caracterizacao fenotipica das DCs

Parte das células recolhidas no 7° e no 8° dia de cultura foram lavadas e
colocadas em PBS suplementado com soro albumina bovina ou soro AB humano
a 0,5% (BSA) (Gibco) e azida sdédica 0,2% (Labsynth Ltda, SP, Brasil) e
distribuidas em tubos de poliestireno (concentracdo entre 1x10° a 2x10°
células/tubo), para a pesquisa de marcadores de superficie celular. A reacao de
imunofluorescéncia direta foi processada, incubando-se as células com os
anticorpos monoclonais conjugados com fluorocromos durante 20 minutos
(PharMingen San Diego, CA, USA). As incubacdes foram feitas protegidas da luz
e intercaladas com lavagens com tampéao PBS-BSA ou PBS-SAB. No final, as
células foram fixadas com paraformaldeido a 0,5% (Labsynth Ltda, SP, Brasil) e
analisadas em citobmetro de fluxo (FACsCAnto Becton Dickinson, Mountain View,
CA, EUA). No minimo 5.000 a 10.000 eventos foram adquiridos em cada teste e
os dados foram processados utilizando o programa DIVA (Becton Dickinson,
EUA). Como controles negativos foram utilizados células sem nenhuma
marcagao e imunoglobulinas de camundongos dos mesmos isotipos dos
anticorpos monoclonais, para estabelecer o background de fluorescéncia (IgG1,
lgG2a, 1gG2b). Os anticorpos utilizados para marcacao das células no 7° e 8° dia,
bem como as células ndo aderentes (linfécitos) obtidas conforme descricdo
abaixo (item 10), estao listados na tabela 1.
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Tabela 1: Anticorpos empregados na caracterizacdo fenotipica das DCs e das
células ndo aderentes (linfocitos)

Anticorpo
Anti-CD83
Anti-CD80
Anti-CD86
Anti-CD1a
Anti-HLA classe |
Anti-HLA classe Il
Anti-CCR7
Anti-CD209
Anti-TLR2
Anti-TLR4
Anti-Dectina-1
Anti-CD4
Anti-CD8
Anti-CD25
Anti-CD45RA
Anti-CD45RO
Anti-CD69
Anti-Foxp3
Anti-1L2
Anti-IL-17
Anti-IL-10

Anti-IFN-y

Fluorocromo

PE
PE
FITC
PE
PECy5
FITC
PE
APC
FITC
PE
PE
FITC ou APC
PECy5
PECy5
FITC
PE
PE
PE
PE
PE
PE
FITC

Procedéncia
PharMingen
PharMingen
PharMingen
PharMingen
PharMingen
PharMingen
PharMingen
PharMingen
PharMingen
PharMingen
PharMingen

Caltag
Caltag
Caltag
PharMingen
PharMingen
PharMingen
PharMingen
Caltag
Caltag
Caltag

Caltag
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8. Avaliacao da capacidade de fagocitose

As células obtidas no 7° e 8° dia de cultura foram avaliadas quanto a
capacidade de fagocitose de particulas de DEXTRAN-40 (40 kDa, Sigma)
conjugadas com FITC. Para este experimento foram utilizadas células apenas do
grupo controle (C).

As células (1x10°tubo) foram colocadas em 200uL de PBS suplementado
com 5% de soro AB humano (PBS-SAB) e incubadas em estufa com 5% de CO:
por 15 minutos. ApOs este periodo adicionou-se em cada tubo 1mg/mL de
particulas de DEXTRAN-40 e incubou-se novamente em estufa por 30 minutos,
quando entado a reacéo foi interrompida pela adicdo de PBS-SAB contendo 0,1%
de azida sdédica, seguido de 3 lavagens com a mesma solugdo. Apds a ultima
lavagem as células foram fixadas com paraformaldeido (0,5%) e analisadas em
citbmetro de fluxo (92).

Em outro experimento as células foram incubadas durante 2 horas com
células leveduriformes (0,2x10°) do fungo P. brasiliensis (Pb265) marcados com
CFSE (Carboxy-fluorescein succinimidyl ester 1,5uM/mL — Sigma Aldrich),
durante 5 minutos, na concentracdo de 1:1 (DCs:células leveduriformes). Apds
este periodo foram feitas laminas de citospin, coradas com Hematoxilina-Eosina
(HE) e analisadas em microscépio dptico.

Em um terceiro tipo de experimento para a verificacdo da capacidade de
fagocitose as células no 7° dia foram incubadas com células leveduriformes do
fungo, anteriormente marcadas com CFSE na proporcao de 1:1, por 18 horas em
estufa com 5% de CO,. Apds este periodo as células foram submetidas a
lavagem com PBS e marcadas com anti-CD83 PE (item 9) e com DAPI (4°6-
diamidino - 2 — phenylindole), corante especifico para DNA. Posteriormente foram
feitas 1dminas de citospin fixadas com paraformaldeido 2%, durante 20 minutos,
analisadas em microscopio de fluorescéncia (Nikon, EUA) (93).
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9. Expressao génica de citocinas e dectina-1 por DCs

9.1.- Extracao do RNA total e sintese de cDNA.

O RNA total de parte (2x10° células) das células no 7° dia de cultura e no
8¢ dia (ap6s diferentes estimulos) foi extraido utilizando-se o reagente Trizol
(Invitrogen), conforme instrugbes do fabricante e quantificado em
espectrofotometro (Nanodrop —Thermo Scientific, EUA) com leituras a 260 e 280
nm. As amostras de RNA foram entdo tratadas para a remocao de DNA
gendmico. Para tanto, 1ug de RNA total foi diluido em agua DEPC em um volume
final de 25,7uL e foram acrescentados 3,97uL do mix contendo 2,97uL de tampéo
10x concentrado e 1uL de DNAse (Ambion, Austin, EUA). Entdo foi adicionado
0,3uL de EDTA pH 8.0 - 0,5M e as amostras foram incubadas por 10 minutos a
75°C para remoc¢ao da atividade enzimatica da DNAse. Para a sintese do cDNA,
ao RNA tratado foi adicionado 1uL de oligo dT+2.1g5 € 1uL de primers randémicos
(Applied Biosystems, California, EUA). A mistura foi aquecida a 70°C por 10
minutos e resfriada rapidamente em gelo. A seguir foram adicionados 18uL de
um mix composto por: 10 yuL de tampao de sintese; 2,5 uL de dNTP (10mM); 5 puL
de DTT (0,1M) e 0,5 pL de superscript R/T Il (200U/uL - (Invitrogen)). A mistura
foi entdo incubada a temperatura ambiente por 10 minutos, e a seguir a 40°C por
50 minutos. A atividade enzimatica foi removida incubando-se a 90°C por 5 min,
seguido por incubacado a 4°C por 5 min. A mistura foi centrifugada rapidamente,
adicionando-se 1 pL de RNase humana, incubando-se a 37°C por 20 minutos,
para a remocao das moléculas restantes de RNA. As amostras foram

armazenadas a -80°C até o momento do uso.

9.2.- g-RT-PCR

A reacédo de g-RT-PCR foi realizada em equipamento de anélise em tempo
real (StepOne, Applied Biosystems) utilizando metodologia com corante
intercalante Sybr Green. Em cavidades de placas de 100uL foram adicionados 3
uL de cDNA (ou de agua no caso do controle negativo), 1 puL do primer sense e 1
UL do primer anti-sense previamente diluidos na concentracdo de 80 pM
(previamente titulados) e 5 uL do master mix, contendo dNTP, Taq polimerase,
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MgCl,, Sybr Green, e tampao (Absolute SYBR Green RT-PCR mix, Applied
Biosystems). As amostras foram colocadas no equipamento de PCR em tempo
real e submetidas a 40 ciclos de amplificagao: 95°C por 15 segundos, seguido de
um periodo de anelamento/extensdo a 60°C por 1 minuto. Para avaliar a
especificidade dos primers utilizados, em cada reacéo foi elaborada uma curva de
melting (aquecimento gradual da amostra amplificada de 60° C a 95°C, com
incremento de 0,3°C) na qual é possivel observar a formagédo de apenas um tipo
de amplicon. Os resultados obtidos foram normalizados utilizando-se o gene de
referéncia YWHAZ e expressos como concentracdo relativa obtida pelo calculo
do AA CT de cada amostra. A sequéncia de primers utilizados esta listada na
tabela 2.
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Tabela 2: Sequéncia dos primers utilizados nas reag¢des de q-RT-PCR

Primer Sequéncia (5°- 3")
YWHAZ Sense — ACT TTT GGT ACATTG TGG CTT CAA
Anti-sense — CCG CCA GGA CAA ACC AGT AT
IL-6 Sense — GGT ACATCC TCG ACG GCA TCT
Anti-sense — GTG CCT CTT TGC TGC TTT CAC
IL-1B Sense — CAC GAT GCA CCT GTA CGA TCA
Anti-sense — AGA CAT CAC CAAGCT TTTTTG CT
TNF-a Sense — TGG CCC AGG CAG TCA GA
Anti-sense — GGT TTG CTA CAA CAT GGG CTA CA
IL-12p35 Sense — CCT GGA CCA CCT CAG TTT GG
Anti-sense — TGA AGG CAT GGG AAC ATT CC
IL-12p40 Sense — TCA TCA GGG ACATCATCAAACC
Anti-sense — CAC CTG CCG AGA ATT CTT TAATG
IL-23p19 Sense — CTC AGT GCC AGC AGC TTT CAC
Anti-sense — TCT CTT AGA TCC ATG TGT CCC ACT AG
IL-10 Sense — GGC CAG GGC ACC CAG TCT
Anti-sense — TCG AAG CAT GTT AGG CAG GTT
TGF-B Sense — TGA GGG CTT TCG CCT TAG C
Anti-sense — CGG TAG TGA ACC CGT TGA TGT
TLR2 Sense — ATT GTG CCC ATT GCT CTT TC
Anti-sense — CTT CCT TGG AGA GGC TGA TG
TLR4 Sense — TCC ATA AAA GCC GAAAGG TG
Anti-sense — GAT ACC AGC ACG ACT GCT CA
Dectina-1 Sense — AAG GAT CGT GTG CTG CAT CTC

Anti-sense — CAC CAG TAT TAC CAA GCATAG GAT TC
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10. Separacao de células nao aderentes

No 8¢ dia da cultura de DCs os individuos controle e pacientes (FA e FJ)
foram convocados para nova coleta de sangue. Apds a separagcdo em gradiente
de Ficoll Hypaque as CMSPs (5 a 10x10° células/mL) foram incubadas em
frascos plasticos de 75cm? (Sarstedt) por 2 horas em estufa a 37°C e 5% de COs..
A fracdo aderente foi descartada e as células ndo aderentes (linfécitos) foram

removidas e utilizadas nos experimentos descritos a seguir.

11. Proliferacao de linfécitos T autélogos induzida por DCs

DCs no 8° dia (2x10* células/orificio) obtidas apds a estimulagdo com
células leveduriformes de P. brasiliensis (Pb18 ou Pb265), CD40L 10% ou
apenas meio (SE) foram distribuidas em placas de 96 orificios, fundo redondo
(Corning) e co-cultivadas com células ndo aderentes  autélogas (2x10°
células/orificio) (94).

Antes da incubacédo a fracdo nao aderente foi marcada com CFSE. O
CSFE se liga espontaneamente e irreversivelmente a proteinas intracelulares e
de superficie pela reagdo com as cadeias laterais de lisina e outros grupos amina.
Quando a célula se divide, a marcacdo com CFSE é distribuida igualmente entre
as células filhas, que estardo entdo com metade da fluorescéncia das células-
mé&e. Como consequéncia a divisdo pela metade da intensidade de fluorescéncia
marca cada geracao sucessiva em uma populagéo de células em proliferacéo e
pode ser seguida por citometria de fluxo (figura 1). Para a marcagdo, 1x10’
células nao aderentes foram colocadas em 1 mL de PBS estéril seguido da
adicao de CFSE (1,5uM/mL). A suspenséo foi incubada 5 minutos a temperatura
ambiente. Apds este periodo a reacado foi interrompida pela adicdo de 2 mL de
meio RPMI suplementado com 10% de soro AB. As células foram entdo
submetidas a 2 lavagens consecutivas com PBS-SAB. Apds as lavagens as
células foram contadas, ajustadas para 2x10° células/orificio e adicionadas sobre
as DCs previamente distribuidas na placa. Em seguida foram estimuladas com o
cAg de P. brasiliensis (Pb18 ou Pb265 - 10 ug/mL). Como controle positivo foi

utilizado o mitégeno Concanavalina A (ConA - 50 pug/mL - Sigma). Apoés 7 dias
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de incubacéao a proliferacdo celular foi avaliada de acordo com a diminuicdo da
intensidade de fluorescéncia do CFSE obtido em cada amostra, com a marcagao
dos linfécitos com anti-CD4 PECy5 e anti-CD8 PE.
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Figura 1 (acima): Estratégia utilizada para analisar a proliferacdo de linfocitos T

CD4*/CD8" autélogos marcados com CFSE apés 7 dias de co-cultura com DCs. A regido
de linfécitos (em repouso ou blastos - em rosa em A) foi determinada pela sua
distribuicdo quanto aos parametros de tamanho (FSC) e complexicidade celular (SSC)
(A). A partir desse grafico foi gerado um outro “dot-plot” (B e D respectivamente) com a
analise das fluorescéncias (anti-CD4 - PECy5/CFSE e anti-CD8 - PE/CFSE,
respectivamente), no qual as populagdes de células T CD4" (em rosa) e T CD8" (em
verde) foram selecionadas pela delimitagdo de outras regides. Por meio da combinagéo
das regides de linfocitos e das células T CD4" ou T CD8" foram gerados histogramas (C
e E, respectivamente) nos quais foram analisadas as porcentagens de células em

proliferagéo (M1 e M2).

12. Caracterizacao fenotipica e expressao de citocinas por linfocitos
estimulados por DCs

O mesmo tipo de co-cultura foi realizado em 2 placas de 24 orificios
(Corning) contendo DCs no 8° dia (1x10° células/orificio), obtidas apés a
estimulacdo com células leveduriformes de P. brasiliensis (Pb18 ou Pb265),
CD40L 10% ou apenas meio (SE) e células ndo aderentes autdlogas (1x10°
células/orificio), por 5 dias na presenca de cAg de P. brasiliensis (Pb18 ou Pb265
- 10 ug/mL). Posteriormente as células foram removidas da placa para marcacao
de superficie (anti-CD4 FITC, anti-CD4 APC, anti-CD8 PECy5, anti-CD25 PECy5,
anti-CD45RA FITC, anti-CD45RO PE e anti-CD69 PE) e intracelular (anti-Foxp3
PE) avaliada por citometria de fluxo.

Na segunda placa as co-culturas foram estimuladas com PMA (50 ng/mL -
Sigma), ionéforo de célcio (250 ng/mL - Sigma) e Brefeldina (2,5 ng/mL - Sigma)
e incubadas em estufa com 5% de CO; por 6 horas. Apds este periodo as células
foram recolhidas para marcagéao de superficie com anti-CD3 FITC, anti-CD3 PE e
anti-CD8 PECy5. Em seguida foram submetidas a fixagdo com paraformaldeido a
0,5% por 30 minutos, permeabilizagdo com saponina 5% por 10 minutos e,
posteriormente, a marcacao intracelular com anti-IL-2 PE, anti-IL-17 PE, anti-IL-

10 PE e anti-IFN-y FITC e avaliadas por citometria de fluxo (93).
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13. Analise estatistica

A comparacao das variaveis nos diversos grupos foi realizada utilizando-se
o método ndo paramétrico de Mann-Whitney. A comparagado entre as variaveis
obtidas com os diferentes tratamentos dentro de um mesmo grupo foi realizada
pelo método de Wilcoxon. Foram consideradas significantes diferengcas com

valor de p<0,05.
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Resultados




1. Delineamento experimental

Mondcitos obtidos por aderéncia a partir de células mononucleares do
sangue periférico (CMSP) de 16 individuos saudaveis [grupo controle (C)], 15
pacientes com a forma adulta (FA) e 12 pacientes com a forma juvenil da PCM
(FJ), foram cultivados in vitro com GM-CSF e IL-4, por 7 dias. No 2° e 5° dias ap0ds
o inicio da cultura as células aderentes receberam citocinas frescas, sem a troca
de meio de cultura. No 7° dia as células foram removidas do frasco. Uma parte foi
submetida a marcacado de superficie para CD83, CD1a, CD209, CCR7, CD80,
CD86, HLA I, HLA ll, TLR-2, TLR-4, dectina-1, CD14 e CD11c. Células do grupo
controle foram testadas quanto a capacidade de fagocitar particulas de Dextran
(PM 40 kDa).

O restante das células foi estimulado com células leveduriformes de P.
brasiliensis (cepa Pb18, alta viruléncia ou Pb265, baixa viruléncia), CD40L ou
apenas meio (sem estimulo, SE), por 18h. Outra parte das células foi estocada
para posterior extracao de RNA e avaliacao da expressao génica de citocinas (IL-
1B, TNF-a, IL-12p35, IL-23p19, IL-6, IL-10 e TGF-B). As células (8% dia) também
foram submetidas a nova pesquisa de marcadores de superficie celular (descritos
acima) e no grupo controle foi realizada nova avaliagdo da capacidade de
fagocitose.

O restante da cultura foi utilizado como estimulo para linfécitos T autélogos
com posterior avaliacdo dos seguintes parametros: 1) capacidade de induzir a
proliferacdo de linfécitos T CD4" e CD8" autblogos; 2) capacidade de induzir a
proliferacdo de linfécitos T com fendtipo regulatério (CD3*CD4*CD25 Foxp3*); 3)
expressdo de marcadores de linfécitos T naive (CD45RA") e de memoria
(CD45R0O") e de linfécitos ativados (CD69%); 4) capacidade de producédo de IL-2,
IL-10, IL-17 e IFN-y (detecgao intracelular).
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2. Células aderentes estimuladas durante 7 dias com GM-CSF e IL-4 se

diferenciam em células dendriticas com fenétipo imaturo.

Com o intuito de verificar se células aderentes do sangue periférico
(populagdo AD") eram induzidas a diferenciagdo em DCs com fenétipo imaturo
(iDCs) apos a estimulagdo com GM-CSF e IL-4, foi avaliada a expressao de CD14,
CD11c, CD83, CD209, CD1a, CCR7, CD80 e CD86.

Apos 7 dias de estimulacdo das células aderentes com citocinas ocorreu
uma mudanca de fenétipo com uma significativa reducao da expressao do CD14 e
uma baixa expressdo do CD83, CCR7, CD80/B7.1 e CD86/B7.2. Por outro lado,
observamos elevada expressédo de CD1a, CD209 e CD11c (Fig. 2).
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Figura 2: Histogramas representativos da andlise por citometria de fluxo caracterizando a
diferenciagdo da populagao de células aderentes (AD*) em células dendriticas imaturas
(iDCs) apos 7 dias de estimualgcdo com GM-CSF e IL-4. (A) CD14 (B) CD11c, (C) CD83,

(D) CD209, (E) CD1a, (F) CCR7, (G), CD80 e (H) CD86.
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3. DCs estimuladas com células leveduriformes do fungo P. brasiliensis
(Pb18 e Pb265) se diferenciam em células com fenétipo maduro.

Com o intuito de verificar se DCs imaturas (7° dia SE) eram induzidas a
diferenciacdo em células com fenétipo maduro apés a estimulacdo com células
leveduriformes do fungo P. brasiliensis (Pb18 e Pb265), foi avaliada a expresséo
de CD83, CD1a, CD209 e CCRY.

Do 7° para o 8° dia ocorreu um aumento da frequéncia de células CD83",
marcador DCs humanas maduras e fenotipicamente competentes, nos 3 grupos
estudados e em todas as condi¢des, inclusive na auséncia de estimulo (SE).
Tanto Pb18 como Pb265 estimularam a expressdao de CD83 em niveis superiores
aqueles observados na condicao 8° dia-SE nos pacientes e controles. No grupo C
observamos que a expressdo do CD83" foi maior em DCs que foram estimuladas
pelas células leveduriformes da cepa Pb265, quando comparado com a
estimulagdo por células leveduriformes da cepa do Pb18. A estimulagcdo com
CDA40L (controle positivo) resultou no aumento da frequéncia de células CD83" em
relagéo ao 7° e 8° dia SE, sem diferencas entre os grupos (Fig. 3A).

Considerando a Média de Intensidade de Fluorescéncia (MFI) os valores
mostraram que os 2 grupos de pacientes (FA e FJ) apresentaram menor
expressao do CD83 no dia 7° e 8° apds os diferentes estimulos (SE, Pb18, Pb265
e CD40L) em relagdo ao grupo controle (fig. 1B). Verificamos também que existe
uma diminui¢do significativa da expressédo deste marcador em DCs de pacientes
com a FJ que foram estimuladas com ambas as células leveduriformes do fungo
(Pb18 e Pb265) em relacdo ao grupo C. Similarmente aos dados de frequéncia
(fig. 3A), a analise da MFI também mostrou que no grupo C a expressao do CD83"
foi maior em DCs que foram estimuladas por células leveduriformes do Pb265,
guando comparado com células leveduriformes do Pb18 (fig. 3B). Ver histograma

representativo na figura 2 no anexo 7.

78



[l controle (C) [Jforma adulta (FA) Il forma juvenil (FJ)

o o
ok ok
*k a ok
X . o
1004 - . > * =
* - ..I * [ ] * :
804 = m® oBh " Em  gpn
-] - L] *
= —a— .
£ 60 = og® 9, 7 - "
< - . ] o ob m] -
é.? = m® o ) H -
—aE-
S 404 =, adl- gy = o o . 5 _mgn "
* o
= o —g— - u
=m = - . . Egm "
204 s 85 mm = = o5 g oo = - .
= . f 5 38g B, |
i? = Gpgn Ooo O gk o"
0 -
SE SE Pb18 Pb265 CD40L SE SE Pb18 Pb265 CD40L SE SE Pb18 Pb265 CD40L
7° dia 8° dia 7° dia 8° dia 7° dia 8° dia
controle (C) [Jforma adulta (FA) [llforma juvenil (FJ)
7000+
o
o u o
—~ 35004 ® o
mE m =
=3 =m 0 o o o u m]
= =
2“3 By m® o o mg" o0 m
a 1000+ o o oo -
© o =g "O — = a8 [ L QU&D 1'L.'.
]
500- [ n ':. —g0- Rat l:l -0 age uge -5 ;h ol =
i - -l = BEB g 2 diy =a® = O Em " o mu
o ™ L)
0
E
S SE Pb1s Pb265 CD4oL
7° dia 8° dia

Figura 3: Frequéncia (%) de células CD83" (A) e Média da Intensidade de Fluorescéncia
(MIF) da molécula CD83" (B). Mondcitos de individuos do grupo controle (C), pacientes
com a forma adulta (FA) e pacientes com a forma juvenil (FJ) da PCM foram cultivados
com IL-4 e GM-CSF por 7 dias (D7 SE), quando entdo foram estimulados por 18h em
cultura com células leveduriformes de Pb18, Pb265, CD40L ou apenas meio de cultura
(SE). As linhas horizontais representam a mediana (C: n=15, FA: n=13, FJ: n=10).

Figura 3A: “p< 0.05 em relagédo ao 7° dia SE, ** em relagao ao 8° dia SE, *** em relagao a
Pb18, . em relagdo a Pb265 (Wilcoxon).

Figura 3B: *p< 0.05 em relacéo ao Pb18 (Wilcoxon).

Comparacao entre os grupos da figura 3B: Pb18: ** p< 0.05 FJ vs C; Pb265: *** p<
0.05 FJ vs. C (Mann-Whitney).
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A diferenciacdo de mondécitos em DCs é caracterizada pela diminuicdo da
expressao de CD1a, apds a maturacgao.

Observamos que apés a estimulagdo com células leveduriformes do fungo
(Pb18 e Pb265) ocorre uma diminuicao da frequéncia de células CD1a" (Fig. 4) e
da MIF (dados ndo mostrados). A resposta foi semelhante nos 3 grupos (C, FA,
FJ) com uma queda mais acentuada no grupo FA quando comparado com 0 grupo
FJ. Nos grupos C e FA verificou-se uma diminuicao significativa da frequéncia de
células CD1a™ apds estimulagdo com as células leveduriformes do fungo, quando
¢ omparado células no 8° dia SE, sugerindo a inducao da maturacao destas
células. Foi verificado ainda que nos grupos C e FA ocorreu uma diminuicao
significativa da frequéncia células CD1a® apdés a estimulagdo com células
leveduriformes da cepa Pb265, quando comparado com Pb18 (Fig. 4).
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Fiqura 4: Frequéncia (%) de células CD1a*. Monécitos de individuos do grupo controle
(C), portadores da forma adulta (FA) e da forma juvenil (FJ) foram cultivados com IL-4 e
GM-CSF por 7 dias (7° dia SE), quando entao foram estimulados por 18h em cultura com
células leveduriformes de Pb18, Pb265, CD40L ou apenas meio de cultura (SE). As linhas
horizontais representam a mediana (C: n=11, FA: n=12, FJ: n=8).

*p< 0.05 em relagdo ao 7° dia SE, ** em relacdo ao D8 SE, *** em relagdo ao Pb18, a p<
0.05 em relagdo ao CD40L. (Wilcoxon)
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Outro marcador avaliado foi o CD209 (DC-SIGN), que estd envolvido na
endocitose de alguns fungos patogénicos. A perda da capacidade de endocitose
das DCs com fenétipo maduro pode ser relacionada a diminuicdo da expressao
desta molécula de superficie.

Tanto no 7° e 8° dia de cultura observamos que células de pacientes com
PCM expressaram uma maior quantidade de moléculas CD209* comparado ao
grupo controle. Por outro lado, a estimulagdo com células leveduriformes do fungo
(Pb18 e Pb265) induziu uma diminui¢ao significativa da expressao de CD209, de
forma mais acentuada no grupo C comparado aos pacientes (FA e FJ) (Fig. 5).
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Figura 5: Média de Intensidade de Fluorescéncia (MIF) da molécula CD209". Monécitos
de individuos do grupo controle (C), portadores da forma adulta (FA) e da forma juvenil
(FJ) foram cultivados com IL-4 e GM-CSF por 7 dias (7° dia SE), quando entdo foram
estimulados por 18h em cultura com células leveduriformes de Pb18, Pb265, CD40L ou
apenas meio de cultura (SE). As linhas horizontais representam a mediana (C: n=6, FA:
n=9, FJ: n=6).

*p< 0.05 em relagdo ao 7¢ dia SE, **p< 0.05 em relagao ao 8° dia SE (Wilcoxon).

Comparacao entre os grupos: Pb18: o p< 0.05 FA vs. C; Pb265: 3 p< 0.05 FA vs. C;
Pb18: y p< 0.05 FJ vs. C (Mann-Whitney).
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A expressdo de CCR7 em DCs apéds a sua estimulacdo com antigenos
permite a sua migracao para linfonodos onde ocorre a apresentacao de antigenos
para os linfécitos. Em nosso estudo foi observado um aumento discreto na
frequéncia de células CCR7" no 8° dia, um pouco mais elevado apds a
estimulacao com células leveduriformes Pb265, sugerindo que esta cepa do fungo
induz um melhor processo de maturagdo das DCs. Por outro lado, a estimulacédo
com CD40L resultou no aumento da frequéncia de células positivas, sem
diferencas entre os grupos (Fig. 6A). A analise da MIF mostrou que somente as
células dos pacientes do grupo com a FJ apresentaram uma diminuicao
significativa da quantidade de moléculas CCR7", apds a estimulagdo com Pb265,
quando comparado a Pb18 e também em relagdo ao mesmo estimulo (Pb265) em
relacao ao grupo C (Fig. 6B).
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Figura 6: Frequéncia (%) de células CCR7" (A) e Média da Intensidade de Fluorescéncia
(MIF) da molécula CCR7* (B). Monécitos de individuos do grupo controle (C), portadores
da forma adulta (FA) e da forma juvenil (FJ) foram cultivados com IL-4 e GM-CSF por 7
dias (7° dia SE), quando entdo foram estimulados por 18h em cultura com células
leveduriformes de Pb18, Pb265, CD40L ou apenas meio de cultura (SE). As linhas
horizontais representam a mediana (C: n=15, FA: n=12, FJ: n=6).

Figura 6A: *p< 0.05 em relagédo ao 7° dia SE, ** em relacdo ao 8° dia SE, *** em relacao
ao Pb18, o em relagédo ao CD40L (Wilcoxon).

Figura 6B: *p< 0.05 em relagao ao 8° dia SE, ** em relagao ao Pb18 (Wilcoxon).

Comparacao entre os grupos da figura 6B: Pb265: *** p< 0.05 FJ vs C. (Mann-
Whitney)
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Além dos marcadores de superficie outro parametro utilizado para avaliar a
maturacdo das DCs € a diminuicdo da sua capacidade fagocitica. Para tal
realizamos um ensaio funcional de fagocitose utilizando somente células de

individuos controles.

Conforme verificado na figura 7 a porcentagem de células dextran™ foi maior
no 79 dia e 8° dia de incubacdo sem estimulo (SE). A estimulagdo com células
leveduriformes de P. brasiliensis, bem como com CD40L por 18h induziu uma
diminuicdo significativa da capacidade de fagocitose, indicando que ocorreu a
maturacdo das DCs. Além disso, pode-se observar que a frequéncia de células
dextran® foi maior apés estimulacdo com células leveduriformes Pb265, sugerindo
que esta cepa do fungo (baixa viruléncia) induz maturagdo de forma mais
eficiente. O CD40L (controle positivo) também induziu uma acentuada diminuicao

do indice de fagocitose.

A analise microscépica das laminas de citospin coradas com HE permitiu
verificar um baixo numero de leveduras de P. brasiliensis (Pb265) no interior das
DCs (figura 8).
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Figura 7: Porcentagem de células que fagocitaram particulas de dextran-40 conjugadas
com fluoresceina (FITC). As células foram obtidas a partir de mondcitos de individuos do
grupo controle (C) cultivadas com IL-4 e GM-CSF por 7 dias (7° dia SE), quando entao
foram estimulados por 18h em cultura com células leveduriformes de Pb18, Pb265,
CD40L ou apenas meio de cultura (SE). As linhas horizontais representam a mediana
(n=7). *p< 0.05 em relagdo ao 7° dia SE, **em relagdo ao 8° dia SE, ***em relagédo ao
Pb18, **** em relacdo ao Pb265 (Wilcoxon).
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A capacidade de fagocitose de células leveduriformes de P. brasiliensis
também foi avaliada. DCs imaturas apo6s 7° dias de cultura com citocinas foram
incubadas por 2h com células leveduriformes do fungo P. brasiliensis marcados
com CFSE (FITC), na concentracdo de 1:1. Apds este periodo foram feitas
laminas de citospin, coradas com Hematoxilina-Eosina. A figura 6 mostra células

leveduriformes do fungo (Pb265) no interior de uma DC.

Figura 8: Células obtidas a partir de monécitos de individuos do grupo controle (C)
cultivadas com IL-4 e GM-CSF por 7 dias (7° dia SE) com células leveduriformes de P.
brasiliensis (Pb265) (setas) no seu interior. HE 1000x.
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Utilizando a microscopia de fluorescéncia também foi possivel verificar a
presenga de células leveduriformes marcadas com CFSE (FITC — cor verde),
algumas com brotamentos, no interior de DCs marcadas com anti-CD83 PE
(coloragao vermelha) (Fig. 9).

A B

Figura 9: Células obtidas a partir de mondcitos de individuos do grupo controle cultivadas
com IL-4 e GM-CSF por 7 dias (7° dia SE) foram pulsadas com células leveduriformes de
P. brasiliensis (Pb265) por 18h. A: Marcacado do nucleo das DCs com DAPI (azul). B:
Células leveduriformes do fungo (Pb265) marcadas com CFSE (verde). C: Marcagao de
DCs com o anticorpo anti-CD83 PE (vermelho). D: Overlay => DCs CD83" (vermelho)
com células leveduriformes do fungo (verde) em seu interior. Aumento de 40x.
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O principal papel das DCs maduras € a apresentacdo de antigenos aos
linfécitos T. Para verificar a expressdao de marcadores relacionados a esta funcao
analisamos a expressao das moléculas de coestimulacao (CD80/B7-1, CD86/B7-
2) e das moléculas HLA classe | e I, essenciais para a apresentagcao de antigenos
e estimulacao de linfécitos T.

Em relagdo a expressdo das moléculas CD80/B7-1 e CD86/B7-2 foi
observado que do 7° para o 8° dia ocorre um aumento da frequéncia de células
positivas em todos os grupos e para todas as condi¢des, inclusive na auséncia de
estimulo (figs. 10A e 10B). Contudo, na FA observamos uma frequéncia menor de
células CD80/B7-1* do que nos grupos C e FJ, quando estimuladas por ambas as
células leveduriformes do fungo (Pb18 e Pb265). Por outro lado, no grupo FJ
verificou-se que a expressdo desta molécula foi maior em células que foram
pulsadas pelo Pb18, em relacdo ao Pb265 (Fig. 10A).

A avaliacdo da MIF mostrou que nos 2 grupos de pacientes (FA e FJ)
ocorre uma menor expressao deste marcador tanto no 7°, como no 8° dia (SE,
Pb18, Pb265 e CD40L), quando comparado com o grupo C. Adicionalmente,
apenas no grupo controle foi verificado um aumento significativo da expressao
deste marcador em células que foram estimuladas com ambas as células
leveduriformes (Pb18 e Pb265), em relagdo ao grupo FA e FJ (Fig. 10B). Ver
histograma representativo na figura 3 no anexo 8.

A figura 9 representa os resultados referentes a molécula CD86/B7-2".
Pacientes com a FA apresentaram uma frequéncia maior de células CD86/B7-2*
em relacdo ao grupo C, quando estimuladas por ambas as células leveduriformes
do fungo (Pb18 e Pb265) (Fig. 11A). A analise da MIF também mostrou uma maior
expressao de células positivas nos pacientes com a FA, em relacdao aos demais
grupos (Fig. 11B). Ver histograma representativo na figura 4 no anexo 9.
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Figura 10: Frequéncia (%) de células CD80" (A) e Média da Intensidade de Fluorescéncia
(MIF) da molécula CD80" (B). Monécitos de individuos do grupo controle (C), portadores
da forma adulta (FA) e da forma juvenil (FJ) foram cultivados com IL-4 e GM-CSF por 7
dias (7° dia SE), quando entdo foram estimulados por 18h em cultura com células
leveduriformes de Pb18, Pb265, CD40L ou apenas meio de cultura (SE). As linhas
horizontais representam a mediana (C: n=15, FA: n=13, FJ: n=9).

Figura 10A: *p< 0.05 em relagédo ao 7° dia SE, ** em relagdo ao Pb18, *** em relagédo ao
CD40L (Wilcoxon).

Figura 10B: *p< 0.05 em relagédo ao 7° dia SE, ** em relagao a 8° dia SE, *** em relagao
ao CD40L (Wilcoxon).

Comparacao entre os grupos da figura 10B: Pb18: o p< 0.05 FA vs. C; Pb265:  p<
0.05 FA vs. C (Mann-Whitney)
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Figura 11: Frequéncia (%) de células CD86" (A) e Média da Intensidade de Fluorescéncia
(MIF) da molécula CD86%(B). Mondcitos de individuos do grupo controle (C), portadores
da forma adulta (FA) e da forma juvenil (FJ) foram cultivados com IL-4 e GM-CSF por 7
dias (7O DIA SE), quando entdo foram estimulados por 18h em cultura com células
leveduriformes de Pb18, Pb265, CD40L ou apenas meio de cultura (SE). As linhas
horizontais representam a mediana (C: n=15, FA: n=13, FJ: n=9).

Figura 11A: *p< 0.05 em relagdo ao 7° dia SE (Wilcoxon e ANOVA).
Comparacao entre os grupos da figura 11A: Pb18: ** p< 0.05 FA vs C; Pb265: *** p<
0.05 FA vs. C (Mann-Whitney).

Figura 11B: *p< 0.05 em relacdo ao 7° dia SE , ** em relacao ao 8° dia SE (Wilcoxon).
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Em relacdo a molécula de HLA classe |, os resultados mostraram que do 7°
para o 8° SE dia ocorre leve aumento da frequéncia de células positivas. A
estimulacdo com CD40L resultou em aumento da expressao deste marcador, sem
diferencas entre os grupos. Adicionalmente, a estimulagdo com células
leveduriformes do fungo (Pb18 e Pb265) induziu um significativo aumento da
frequéncia de células HLA classe I no grupo FA, comparado com o grupo C (Fig.
12).
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Figura 12: Frequéncia (%) de células HLA classe I". Monécitos de individuos do grupo
controle (C), portadores da forma adulta (FA) e da forma juvenil (FJ) foram cultivados com
IL-4 e GM-CSF por 7 dias (7° dia SE), quando entdo foram estimulados por 18h em
cultura com células leveduriformes de Pb18, Pb265, CD40L ou apenas meio de cultura
(SE). As linhas horizontais representam a mediana (C: n=11, FA: n=12, FJ: n=7).

*p< 0.05 em relagao ao CD40L (Wilcoxon).

Comparacao entre os grupos: Pb18: ** p< 0.05 FA vs. C; Pb265: *** p< 0.05 FA vs. C
(Mann-Whitney).
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No que se refere a molécula HLA classe Il ocorre uma alta frequéncia de
células positivas em praticamente todos os grupos no 7° dia, que se mantém no 8°
dia em relacdo a todos os estimulos (Pb18, Pb265 e CD40L). Também foi
verificado que a estimulacdo principalmente com as células leveduriformes da
cepa Pb18 induziu um significativo aumento da expressao de células HLA classe
II" no grupo FA, em relagao ao grupo C (Fig. 13A).

A andlise da MIF mostrou que do 7° para o 8° dia ocorre um aumento
espontaneo na quantidade de moléculas HLA classe II*, indicando a diferenciacao
das células. A estimulacdo com CD40L também resultou no aumento significativo
da expressao deste marcador, sem diferengas entre os grupos. Diferentemente
dos resultados encontrados na analise da frequéncia, na FA foi observado uma
MIF maior em células estimuladas por ambas células leveduriformes do fungo, em
relacdo aos grupos C e FJ. Por outro lado, células dos pacientes do grupo FJ
mostraram uma maior MIF apds a estimulacdo com células leveduriformes Pb18,

quando comparado com Pb265 (Fig. 13B).

Nao observamos a expressdo do CD14 em DCs no 7° dia SE e no 8° dia
SE e apds a estimulacdo com células leveduriformes e CD40L (ver histograma
representativo na figura 5 no anexo 10). Diferentemente observamos expressao
maxima do CD11c em DCs no 7° dia SE e no 8° dia SE e apds a estimulagdo com
células leveduriformes e CD40L (ver histograma representativo na figura 6 no
anexo 11).
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Figura 13: Frequéncia (%) de células HLA classe II" (A) e Média da Intensidade de
Fluorescéncia (MIF) da molécula HLA classe II" (B). Monécitos de individuos do grupo
controle (C), portadores da forma adulta (FA) e da forma juvenil (FJ) foram cultivados com
IL-4 e GM-CSF por 7 dias (7° dia SE), quando entdo foram estimulados por 18h em
cultura com células leveduriformes de Pb18, Pb265, CD40L ou apenas meio de cultura
(SE). As linhas horizontais representam a mediana (C: n=15, FA: n=12, FJ: n=7).

Figura 13A: *p< 0.05 em relagéo ao CD40L (Wilcoxon).
Comparacao entre os grupos da figura 13A: Pb18: **p< 0.05 FA vs C (Mann-Whitney)

Figura 13B: *p< 0.05 em relacdo ao 7° dia SE, ** em relacdo ao 8° dia SE, *** em relacao
ao CD40L, o em relagéo ao Pb18 (Wilcoxon).
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4. DCs estimuladas com células leveduriformes do fungo P. brasiliensis
(Pb18 e Pb265) induzem aumento da frequéncia de linfécito TLR2* e TLR4",

mas nao de células dectina-1*

Moléculas de TLR2, TLR4 e dectina-1 estao envolvidas no reconhecimento
de fungos por células do sistema imune inato.

Em nosso estudo verificamos que a frequéncia de linfocito TLR2" (fig. 14A)
e TLR4" (fig. 14B) foi maior nos pacientes do que nos controles em todas as
condi¢cdes de cultura, mostrando a ativacdo desses receptores durante a doenca.
Células leveduriformes Pb265 foram capazes de estimular um aumento na
frequéncia de linfocito TLR2" no grupo controle, o que nao se observou apos a

estimulacao com Pb18.

Em relacdo a dectina-1 os resultados mostraram que do 7° para o 8° dia
houve uma diminuicdo na frequéncia de células positivas para essa molécula,
tanto no grupo controle como nos pacientes com a FA da PCM. A estimulagéo
com células leveduriformes de P. brasiliensis induziu uma diminui¢do ainda maior
na frequéncia de células dectina-1" em relacdo a condicdo sem estimulo. Nas
culturas estimuladas com CD40L houve um aumento da frequéncia de células
dectina-1¥, mas somente no grupo de pacientes (Fig. 15).

Nao foi possivel analisar a frequéncia de células positivas para esse
receptor nos pacientes com a FJ da PCM devido a indisponibilidade do anticorpo

especifico no momento em que os pacientes foram analisados.
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Figura 14: Frequéncia (%) de linfécito TLR2" (A) e TLR4* (B). Mondcitos de individuos do
grupo controle (C), portadores da forma adulta (FA) e da forma juvenil (FJ) foram
cultivados com IL-4 e GM-CSF por 7 dias (7° dia SE), quando entdo foram estimulados
por 18h em cultura com células leveduriformes de Pb18, Pb265, CD40L ou apenas meio
de cultura (SE). As linhas horizontais representam a mediana (C: n=10, FA: n=9, FJ: n=6).

Figura 14A: *p< 0.05 em relacdo ao 8° dia SE, ** em relagdao ao Pb18 (Wilcoxon).

95



controle (C) [C]forma adulta (FA)

o
907
o
60 * * o *x o
- * . = o S o
S m —Ogo—
. 301 CI ] . s o o
- — s al = o —oo—
g 204
= = L o
§ -] - -] —a— o
o o
10 . “a g = 0? T B o
a® = —SgE—— - = 5 o o058
= . L - o o o u}
0 " am "L Bopl o oo o
SE SE Pb18 Pb265  CD4OL SE SE Pb18 Pb265  CD4OL
7° dia 8° dia 7° dia 8° dia

Figura 15: Frequéncia (%) de células dectina-1*. Mondcitos de individuos do grupo
controle (C), portadores da forma adulta (FA) e da forma juvenil (FJ) foram cultivados com
IL-4 e GM-CSF por 7 dias (7° dia SE), quando entdo foram estimulados por 18h em
cultura com células leveduriformes de Pb18, Pb265, CD40L ou apenas meio de cultura

(SE). As linhas horizontais representam a mediana (C: n=10, FA: n=9).

*p< 0.05 em relagéo ao 7° dia SE, **em relagéo ao 8° dia SE, *** em relagdo ao Pb18, «

em relacao ao Pb265 (Wilcoxon).
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5. A estimulacao de DCs com células leveduriformes do fungo P. brasiliensis
(Pb18 e Pb265) induz a expressao o RNAm para citocinas inflamatoérias e

anti-inflamatorias

Na etapa seguinte verificamos a expressao génica de citocinas por DCs no
7° e 8° dia, pela técnica de RT-PCR em tempo real (QRT-PCR).

Os resultados foram muito heterogéneos dentro de cada grupo,
prejudicando a andlise estatistica. De maneira geral, como pode ser observado
nas figuras abaixo, a estimulacdo com ambas as células leveduriformes do fungo
(Pb18 e Pb265) e com CD40L resultou no aumento da expressdo do RNAm para
citocinas inflamatoérias como TNF-a (Fig.16), IL-1p (Fig.17), IL-12p35 (Fig.18) e IL-
23p19 (Fig. 19) em relacao ao 7° e 8° dias SE, sem diferencas entre os grupos.

A expressdo do RNAm para TNF-a foi menor nas células de pacientes com
a FJ, comparado aos grupos FA e C, embora sem diferencas significativas.
Células leveduriformes Pb18 estimularam mais intensamente células de pacientes

com a FA em relagéo ao 8° dia SE (Fig. 16).
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Figura 16: Analise da expressao relativa do RNA mensageiro para TNF-a. em DCs.
Mondécitos de individuos do grupo controle (C), portadores da forma adulta (FA) e da
forma juvenil (FJ) foram cultivados com IL-4 e GM-CSF por 7 dias (7° dia SE), quando
entdo foram estimulados por 18h em cultura com células leveduriformes de Pb18, Pb265,
CD40L ou apenas meio de cultura (SE). As linhas horizontais representam a mediana (C:
n=7, FA: n=8, FJ: n=5).

*p< 0.05 em relagao ao 7° dia SE, ** em relagdo ao 8° dia SE. (Wilcoxon)
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A estimulacdo com ambas as cepas do fungo também provocou maior

expressao do RNAm para IL-1p, sem diferenca entre os grupos (Fig. 17).
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Figura 17: Andlise da expressao relativa do RNA mensageiro para IL-13 em DCs.
Mondcitos de individuos do grupo controle (C), portadores da forma adulta (FA) e da
forma juvenil (FJ) foram cultivados com IL-4 e GM-CSF por 7 dias (70 DIA SE), quando
entdo foram estimulados por 18h em cultura com células leveduriformes de Pb18, Pb265,
CD40L ou apenas meio de cultura (SE). As linhas horizontais representam a mediana (C:

n=7, FA: n=8, FJ: n=5).

*p< 0.05 em relacdo ao 7° dia SE, **em relacao ao D8 SE. (Wilcoxon)
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A expressao de IL-12p35 foi maior nos pacientes com a FJ apés a
estimulagdo com células leveduriformes da cepa de baixa viruléncia (Pb265) em

relacao aos grupos C e FA, sem diferenca significativa entre os grupos (Fig. 18).
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Figura 18: Andlise da expressao relativa do RNA mensageiro para IL-12p35 em DCs.
Mondcitos de individuos do grupo controle (C), portadores da forma adulta (FA) e da
forma juvenil (FJ) foram cultivados com IL-4 e GM-CSF por 7 dias (7° dia SE), quando
entdo foram estimulados por 18h em cultura com células leveduriformes de Pb18, Pb265,
CD40L ou apenas meio de cultura (SE). As linhas horizontais representam a mediana (C:

n=7, FA: n=8, FJ: n=5).

*p< 0.05 em relacdo ao 7° dia SE, ** em relacédo ao 8° dia SE, *** em relacao ao CD40L, a
em relacao ao Pb18 (Wilcoxon).
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A estimulacdo com ambas as cepas do fungo também provocou maior
expressao do RNAm para IL-23p19, observada nos grupos C e FA. No entanto no
grupo de pacientes com a FJ foi observado um aumento desta citocina somente
apos a estimulagdo com células leveduriformes da cepa de baixa viruléncia do
fungo (Pb265) (Fig. 19).
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Figura 19: Andlise da expressao relativa do RNA mensageiro para IL-23p19 em DCs.
Mondcitos de individuos do grupo controle (C), portadores da forma adulta (FA) e da
forma juvenil (FJ) foram cultivados com IL-4 e GM-CSF por 7 dias (7° dia SE), quando
entdo foram estimulados por 18h em cultura com células leveduriformes de Pb18, Pb265,
CD40L ou apenas meio de cultura (SE). As linhas horizontais representam a mediana (C:
n=7, FA: n=8, FJ: n=5).

*p< 0.05 em relacao ao 7° dia SE, **em relacdo ao D8 SE, *** em relacdo ao CD40L
(Wilcoxon).
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A expressdo do RNAm para IL-6 sofreu menor impacto em relagdo as

outras citocinas inflamatérias, apds a estimulacdo com células leveduriformes do

P. brasiliensis, sendo que os niveis mais elevados foram obtidos com a cepa

Pb265, sem diferencas entre os grupos (Fig. 20).
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Figura 20: Andlise da expressao relativa do RNA mensageiro para IL-6 em DCs.
Mondcitos de individuos do grupo controle (C), portadores da forma adulta (FA) e da
forma juvenil (FJ) foram cultivados com IL-4 e GM-CSF por 7 dias (7° dia SE), quando
entdo foram estimulados por 18h em cultura com células leveduriformes de Pb18, Pb265,
CD40L ou apenas meio de cultura (SE). As linhas horizontais representam a mediana (C:
n=7, FA: n=8, FJ: n=5).

*p< 0.05 em relagao ao 7° dia SE. (Wilcoxon)
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Em relag&o as citocinas anti-inflamatérias (IL-10 e TGF-f) maior expressao
do RNAm para IL-10 foi detectada nos pacientes com a FA e a FJ da PCM, em
resposta a estimulacdo com Pb265. No entanto somente os pacientes com a FJ
demonstraram de uma forma significativa maior expressdo do RNAm para IL-10,
em relagdo ao grupo C (Fig. 21). O mesmo foi constatado em relacdo ao RNAm
para TGF-B, sendo que para pacientes com a FJ o melhor estimulo foi obtido com
células leveduriformes Pb18 e para pacientes com a FA, células leveduriformes
Pb265 (Fig. 22).
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Figura 21: Andlise da expressado relativa do RNA mensageiro para IL-10 em DCs.
Mondcitos de individuos do grupo controle (C), portadores da forma adulta (FA) e da
forma juvenil (FJ) foram cultivados com IL-4 e GM-CSF por 7 dias (7° dia SE), quando
entdo foram estimulados por 18h em cultura com células leveduriformes de Pb18, Pb265,
CD40L ou apenas meio de cultura (SE). As linhas horizontais representam a mediana (C:
n=7, FA: n=8, FJ: n=5).

*p< 0.05 em relagao ao 7° dia SE, ** em relacdo ao Pb18 (Wilcoxon).
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Figura 22: Andlise da expressdo relativa do RNA mensageiro para TGF-p em DCs.
Mondcitos de individuos do grupo controle (C), portadores da forma adulta (FA) e da
forma juvenil (FJ) foram cultivados com IL-4 e GM-CSF por 7 dias (7° dia SE), quando
entdo foram estimulados por 18h em cultura com células leveduriformes de Pb18, Pb265,
CD40L ou apenas meio de cultura (SE). As linhas horizontais representam a mediana (C:
n=7, FA: n=8, FJ: n=5).
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6. DCs estimuladas por células leveduriformes do fungo P. brasiliensis sao

capazes de ativar linfécitos T autélogos

6.1- DCs estimuladas por células leveduriformes do fungo P. brasiliensis sao
capazes de induzir a proliferacao de linfécitos T CD4*/CD8" autologos

Os proximos experimentos objetivaram verificar se DCs geradas a partir de
mondcitos do sangue periférico de individuos controle e de pacientes com a FA e
FJ DA PCM pulsadas com células leveduriformes de P. brasiliensis eram capazes
de estimular a proliferacdo antigeno-especifica de linfécitos T CD4"/CD8*

autélogos.

Os resultados mostraram que DCs que foram estimuladas com ambas as
células leveduriformes do fungo (Pb18 e Pb265) foram capazes de induzir uma
maior proliferacdo de linfécitos T CD4" autdlogos nos grupos FA e FJ, em relacao
a condicao sem estimulo (SE). O mesmo aconteceu quando se compara a
resposta proliferativa das células de pacientes em relagdo aos controles, embora
as diferencas nao tenham sido estatisticamente significantes (fig. 23A).

Em relagao a populagéo de linfécitos T CD8", além da diferenca significativa
entre os indices de proliferacdo induzidos pela estimulacdo com as células
leveduriformes de P. brasiliensis, comparado a condicado sem estimulo, também
foram significativas as comparagdes entre 0s grupos de pacientes com grupo
controle. Diferentemente, DCs que foram estimuladas com CD40L induziram uma
baixa resposta proliferativa tanto de linfécito T CD4" como T CD8" em todos os
grupos. A adicdo do mitbgeno na co-cultura induziu altos niveis de proliferacao
dos linfécitos T CD4* e CD8" nos 3 grupos estudados (C, FA, FJ) sem diferencas
significativas [Fig. 23A e 23B].
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Figura 23: Resposta proliferativa de linfocitos T CD4/CD8" autélogos marcados com CFSE apos 7
dias de co-cultura com DCs. As DCs foram geradas a partir de mondécitos de individuos do grupo
controle (C), pacientes com a forma adulta (FA) e a forma juvenil (FJ) da PCM cultivados com IL-4
e GM-CSF por 7 dias, quando entdo foram estimulados por 18h em cultura com células
leveduriformes de Pb18, Pb265, CD40L ou apenas meio de cultura (SE). O mitégeno
concanavalina A (ConA - 5ug/mL) foi utilizado como controle positivo. Os resultados foram
expressos como a porcentagem de células que sofreram proliferacao aferida pela diminuicdo da
intensidade de fluorescéncia emitida pelo CFSE. As linhas horizontais representam a mediana (C:
n=6, FA: n=7, FJ: n=7).

Figura 23A: “p< 0.05 em relagdo ao 8° dia SE, ** em relagdo ao CD40L, *** em relagdo ao Pb18, a
em relagdo ao Pb265 (Wilcoxon e ANOVA).

Figura 23B: *p<0.05 em relacédo ao 8° dia SE, ** em relagdo ao CD40L (Wilcoxon e ANOVA).

Comparacao entre os grupos da figura 23B: Pb18: ***p< 0.05 FA vs C; Pb265: ¢ p< 0.05 FA vs.
C (Mann-Whitney)
Comparacao entre os grupos da figura 23B: Pb18: o p< 0.05 FJ vs C; Pb265:  p< 0.05 FJ vs.
C (Mann-Whitney)
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6.2- DCs estimuladas por células leveduriformes do fungo P. brasiliensis sao
capazes de induzir linfécitos T CD4*/CD8* autdlogos ativados e com fenétipo
de células de memdria/efetoras

Depois da avaliacdo da capacidade de proliferacdo dos linfécitos T
autélogos demonstrada principalmente nos pacientes com a FA e FJ da PCM, foi
analisada a expressdo dos marcadores CD45RA (linfécitos T naive), CD45RO

(células de memdria) e CD69 (linfécitos ativados).

Os resultados mostraram uma diminuicdo da frequéncia de linfécitos T
autélogos CD4"/CD45RA™ de pacientes com PCM, que foram estimulados com
DCs pulsadas com ambas as cepas do fungo em relacdo a condicdo sem
estimulo, embora as diferengas ndo tenham sido significativas. (fig. 24A). Na
populacdo CD8*, o efeito da estimulagdo das DCs sobre a expressao de CD45RA
foi pouco evidente (fig. 24B)

Em concordancia a frequéncia de linfécitos T autélogos CD4*/CD45RO"
estava aumentada tanto na populagdo CD4* como CD8", mais evidente nos
pacientes com a FA da PCM (Fig. 25A e 25B).

Estes dados também estido de acordo com os valores encontrados na

analise da resposta proliferativa, maior nos pacientes do grupo FA em resposta a

DCs estimuladas com ambas as cepas do fungo.
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Figura 24: Frequéncia (%) de células CD4*CD45RA* (A) e CD8'CD45RA" (B) em co-
cultura de células nao aderentes e DCs apos 5 dias. As DCs foram geradas a partir de
mondcitos de individuos do grupo controle (C), pacientes com a forma adulta (FA) e a
forma juvenil (FJ) da PCM cultivados com IL-4 e GM-CSF por 7 dias, quando entao foram
estimulados por 18h em cultura com células leveduriformes de Pb18, Pb265, CD40L ou
apenas meio de cultura (SE). As horizontais representam a mediana (C: n=10, FA: n=7,
FJ: n=5).

Figura 24A: *p< 0.05 em relacao ao 8° dia SE. (Wilcoxon)

Figura 24B: *p< 0.05 em relagéo ao 82 dia SE. (Wilcoxon)
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Figura 25: Frequéncia (%) de células CD4*CD45RO* (A) e CD8"CD45R0O" (B) em co-
cultura de células nao aderentes e DCs apos 5 dias. As DCs foram geradas a partir de
mondcitos de individuos do grupo controle (C), pacientes com a forma adulta (FA) e a
forma juvenil (FJ) da PCM cultivados com IL-4 e GM-CSF por 7 dias, quando entao foram
estimulados por 18h em cultura com células leveduriformes de Pb18, Pb265, CD40L ou
apenas meio de cultura (SE). As linhas horizontais representam a mediana (C: n=10, FA:
n=7, FJ: n=5).

Figura 25A: *p< 0.05 em relacao ao 8° dia SE. (Wilcoxon)

Figura 25B: *p< 0.05 ao 8° dia SE, **em relagao ao Pb18. (Wilcoxon)
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Em relacdo andlise da frequéncia de células CD4"/CD69" resultados
semelhantes também foram encontrados nos pacientes com a FA da PCM, mas o
grupo C também demonstrou aumento deste marcador (Fig. 26A). No entanto,
verificamos somente nos pacientes com a FA um significativo aumento dos
linfécitos CD8*/CD69" que foram estimuladas com DCs pulsadas com as ambas

as células leveduriformes do fungo (Pb18 e Pb265), em relagdo ao grupo controle

(Fig 26B).
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Figura 26: Frequéncia (%) de células CD4"CD69" (A) e CD8"CD69" (B) em co-cultura de células
ndo aderentes e DCs apés 5 dias. As DCs foram geradas a partir de mondécitos de individuos do
grupo controle (C), pacientes com a forma adulta (FA) e a forma juvenil (FJ) da PCM cultivados
com IL-4 e GM-CSF por 7 dias, quando entao foram estimulados por 18h em cultura com células
leveduriformes de Pb18, Pb265, CD40L ou apenas meio de cultura (SE). As linhas horizontais
representam a mediana (C: n=10, FA: n=7, FJ: n=5).

Figura 26A: *p< 0.05 em relagéo ao D8 SE. (Wilcoxon)

Figura 26B: “p< 0.05 ao 89 dia SE, **em relacdo ao CD40L. (Wilcoxon)
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6.3- DCs estimuladas por células leveduriformes do fungo P. brasiliensis sao
capazes de induzir a expressao de citocinas em linfocitos T CD4*/CD8"*

autologos

Os resultados anteriores demonstraram que linfécitos T ap6s estimulacao
com DCs que foram estimuladas com ambas as células leveduriformes do fungo
P. brasiliensis foram capazes de proliferar e mostraram fenétipo de células
ativadas. Nesta etapa verificamos se estes linfécitos T ativados eram capazes de
produzir citocinas (IL-2, IL-17, IL-10 e IFN-y), envolvidas na polarizagdo da

resposta imune.

Os linfocitos foram reestimulados com PMA durante 6 horas. Como o PMA
inibe a expressao do CD4 na superficie das células, as analise de citometria foram
realizadas na populagcdo CD3*CD8"™.

A estimulacdo de linfécitos por DCs geradas na auséncia de estimulo
induziu um pequeno aumento da frequéncia de células positivas para IL-2, IL-17 e
IL-10. Entretanto, observamos um aumento mais expressivo utilizando DCs
geradas na presenca de células leveduriformes do fungo (Pb18 e Pb265) e no
grupo de pacientes com ambas as formas da doenca (FA e FJ), em relacdo ao

grupo controle. (Fig. 27, 28 e 29).
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Figura 27: Frequéncia (%) de células CD3*CD8"*IL-2* em co-cultura de células néo
aderentes e DCs apds 5 dias. As DCs foram geradas a partir de mondcitos de individuos
do grupo controle (C), pacientes com a forma adulta (FA) e a forma juvenil (FJ) da PCM
cultivados com IL-4 e GM-CSF por 7 dias, quando entado foram estimulados por 18h em
cultura com células leveduriformes de Pb18, Pb265, CD40L ou apenas meio de cultura
(SE). As linhas horizontais representam a mediana (C: n=8, FA: n=6, FJ: n=5).

*p< 0.05 em relagdo ao 8° dia SE, **em relagdo ao Pb18, ***em relagdo ao Pb265.
(Wilcoxon)

Comparacao entre os grupos Pb18: o p< 0.05 FA vs C; Pb265:  p< 0.05 FA vs. C
(Mann-Whitney)

Comparacao entre os grupos Pb18: o p< 0.05 FJ vs C; Pb265: B p< 0.05 FJ vs. C
(Mann-Whitney)
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Figura 28: Frequéncia (%) de células CD3*CD8"*IL-17* em co-cultura de células nao
aderentes e DCs ap6s 5 dias. As DCs foram geradas a partir de mondcitos de individuos
do grupo controle (C), pacientes com a forma adulta (FA) e a forma juvenil (FJ) da PCM
cultivados com IL-4 e GM-CSF por 7 dias, quando entao foram estimulados por 18h em
cultura com células leveduriformes de Pb18, Pb265, CD40L ou apenas meio de cultura
(SE). As linhas horizontais representam a mediana (C: n=8, FA: n=6, FJ: n=5).

*p< 0.05 em relacdo ao Pb265 (Wilcoxon).

Comparacao entre os grupos 82 dia SE: ** p< 0.05 FA vs C; Pb18: *** p< 0.05 FA vs. C;
Pb265: o p< 0.05 FA vs. C; CD40L:  p< 0.05 FA vs. C (Mann-Whitney)

Comparacao entre os grupos CD40L:  p< 0.05 FJ vs. C (Mann-Whitney)

112



controle (C) [[]forma adulta (FA) Ilforma juvenil (FJ)

81 o
o o
—_ 6-
? o o
+ 41
2 o
4 2] o o . " -
o o o — mE— — 00— ™ -] o ™
g 101 o —e—
a [ o —a8— m
o m] u o —a—
] [ ] ] u
b m o ] 1] [ 1]
aQ 0.54 (] (] o
(&) m} —aH— —Be— ]
e o ] aSHaEE— | o
am am am [ 1 1]
]
0.0
SE Pb18 Pb265 CD40L

5° dia

Figura 29: Frequéncia (%) de células CD3*CD8"°IL-10* em co-culturas de células néo
aderentes e DCs apoés 5 dias. As DCs foram geradas a partir de mondcitos de individuos
do grupo controle (C), pacientes com a forma adulta (FA) e a forma juvenil (FJ) da PCM
cultivados com IL-4 e GM-CSF por 7 dias, quando entado foram estimulados por 18h em
cultura com células leveduriformes de Pb18, Pb265, CD40L ou apenas meio de cultura
(SE). As linhas horizontais representam a mediana (C: n=8, FA: n=6, FJ: n=5).

Comparacao entre os grupos 72 dia SE: * p< 0.05 FA vs C; Pb18: ** p< 0.05 FA vs. C;
Pb265: *** p< 0.05 FA vs. C; CD40L: o p< 0.05 FA vs. C (Mann-Whitney)

Comparacao entre os grupos Pb18: ** p< 0.05 FJ vs. C (Mann-Whitney)
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A frequéncia de células CD3*CD8" para IFN-y foi semelhante em relagéo

as outras citocinas mencionadas acima (fig. 30A). Entretanto, um notavel aumento

na frequéncia de células CD3"CD8*IFN-y" foi demonstrada nos 3 grupos

estudados (C, FA, FJ), sem diferencas entre os grupos (Fig. 30B).
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Figura 30: Frequéncia (%) de células CD3*CD8"*IFN-y* (A) e CD3*CD8*IFN-y* (B) em
co-culturas de células ndo aderentes e DCs apéds 5 dias. As DCs foram geradas a partir
de mondcitos de individuos do grupo controle (C), pacientes com a forma adulta (FA) e a
forma juvenil (FJ) da PCM cultivados com IL-4 e GM-CSF por 7 dias, quando entao foram
estimulados por 18h em cultura com células leveduriformes de Pb18, Pb265, CD40L ou
apenas meio de cultura (SE). As linhas horizontais representam a mediana (C: n=8, FA:
n=6, FJ: n=5).
Figura 30A: *p<0.05 em relagéo ao 8° dia SE, ** em relacdo ao Pb18 (Wilcoxon).
Comparacao entre os grupos da figura 30A: 82 dia SE: *** p< 0.05 FA vs C; Pb18: a p<
0.05 FA vs. C; Pb265: 3 p< 0.05 FA vs. C. (Mann-Whitney).
Figura 30B: “p<0.05 em relacao ao 8° dia SE (Wilcoxon).
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6.4- DCs estimuladas por células leveduriformes do fungo P. brasiliensis sao
capazes de induzir linfocitos T CD4'/CD8* autdlogos com fendétipo

regulatério

Os linfécitos T podem se diferenciar apds a devida estimulacdo em células
efetoras antigeno-especificas produtoras de citocinas (Th1, Th2 e Th17) e em

linfécito T com fendtipo regulatério (Treg).

DCs que foram estimuladas com ambas as células leveduriformes do fungo
P. brasiliensis foram capazes de induzir linfécitos com fendtipo de célula T
regulatéria (CD3"CD4*CD25"), cuja fregliéncia aumentou apds a estimulacdo com
células leveduriformes de ambas as cepas em relacdo a condicao sem estimulo.
Verificou-se ainda que o aumento foi mais evidente nos pacientes com a FA em
relacao ao grupo C (fig. 31A).

A andlise da frequéncia de células CD4*CD25*Foxp3™ foi semelhante, mas

sem diferengas entre os grupos (fig. 31B).
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Figura 31: Frequéncia (%) de células CD3*CD4'CD25" (A) e CD4"CD25"Foxp3™ (B) em
co-culturas de células ndo aderentes e DCs ap6s 5 dias. As DCs foram geradas a partir
de mondcitos de individuos do grupo controle (C), pacientes com a forma adulta (FA) e a
forma juvenil (FJ) da PCM cultivados com IL-4 e GM-CSF por 7 dias, quando entao foram
estimulados por 18h em cultura com células leveduriformes de Pb18, Pb265, CD40L ou
apenas meio de cultura (SE). As linhas horizontais representam a mediana (C: n=10, FA:

n=7, FJ: n=5).

Figura 31A: *p< 0.05 em relacdo ao 8° dia SE, ** em relacdo ao Pb18, *** em relagdo ao

Pb265 (Wilcoxon).

Comparacao entre os grupos da figura 31A: Pb18: o p< 0.05 FA vs C; Pb265:  p<
0.05 FA vs. C (Mann-Whitney)
Figura 31B: * em relacao ao 8° dia SE, **em relacao ao Pb265, *** em relacdo ao CD40L.

(Wilcoxon)
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Discussdo




A maturacdo completa das DCs € necessaria para que possa exercer sua
funcao de APC e induzir a resposta imune, com ativagcao de LT naive.

O CD83 é um marcador especifico de DCs humanas fenotipicamente
competentes, em conjunto com as moléculas coestimulatérias (CD80/CD86/CD40),
moléculas HLA-I e HLA-lIIEstudos mostram que a expressdao de CD83 em DCs
aumenta durante a apresentacao de antigenos e indugao da proliferacao de linfocitos
T CD4" produtores de IFN-y (66,95-97).

Em nosso estudo verificamos que mondcitos do sangue periférico dos 3
grupos (C, FA e FJ) foram capazes de se diferenciar em DCs fenotipicamente
competentes e funcionais na presenca de células leveduriformes de ambas as cepas
do fungo P. brasiliensis, quando comparado com DCs que ndo receberam estimulo
com as células leveduriformes (7° SE e 8° dia SE). Estas células passaram a
expressar fendtipo caracteristico de DCs maduras com aumento da expressao do
CD83, CD80, CD86 e das moléculas HLA-I e HLA-Il, sem diferencas entre os grupos.
No entanto foi observado que pacientes com a FA da PCM presentam uma
tendéncia de maior expressao de CD86, HLA-I e HLA-Il em relagdo ao grupo C e
pacientes com a FJ da doenca. Além disso, no grupo C houve uma maior expressao
de CD83 em DCs estimuladas com as células leveduriformes de Pb265, quando
comparado com Pb18, sugerindo que células leveduriformes de baixa viruléncia
induzem uma maturagéo mais eficiente das DCs.

Embora exista um aumento significativo da expressdo das moléculas de co-
estimulacdo acima citadas (CD83, CD80 e CD86) nos 3 grupos estudados (C, FA,
FJ), quando se analisa a MIF os resultados mostram uma diminuicdo da expressao
destes marcadores no grupo de pacientes com a FJ da PCM, em relagdo aos grupos
FA e C. Estes dados podem indicar que na forma mais grave da doenca a presenca
de um numero menor de moléculas (CD83/CD80/CD86) na superficie de DCs pode
prejudicar sua funcdo APC e por conseguinte a resposta de defesa contra o fungo.

Nossos resultados revelaram que DCs que foram estimuladas com ambas as
células leveduriformes do fungo apresentaram uma diminuigdo da expressdo tanto
de CD1a como de CD209. Em relagdo ao CD1a foi demonstrado uma menor

expressao desta molécula por DCs que foram estimuladas pela cepa do Pb265, sem

119



diferencas entre os grupos. No grupo C as células leveduriformes da cepa do Pb265
que induziram uma alta expressdo do CD83 e do CD80 também induziram uma
diminuicdo da expressao do CD1a, novamente sugerindo que esta cepa do fungo
poderia estar induzindo uma melhor maturacdo das DCs, em relacdo as células
leveduriformes do Pb18.

A proteina CD1a é expressa em DCs humanas em seu estagio precoce de
maturacdo. Estudos mostraram o envolvimento desta molécula na apresentacao de
antigenos de origem lipidica para LT e que o microambiente modula a sua expresséo
em mDCs CD11c", induzindo a geracdo de DCs CD1a" e CD1a. As mDCs CD1a"
sdo capazes de induzir a producéo in vitro de grandes quantidades de IL-12p70 e
CCL1 (98).

Outra importante molécula de superficie de DCs € o CD209 (DC-SIGN),
descrito como um receptor de adesao especifico de DCs mieldides diferenciadas in
vitro a partir de monécitos CD14" estimulados com GM-CSF e IL-4 capaz de
controlar muitas das fungdes destas células durante a resposta imune. As iDCs e
DCs diferenciadas expressam CD209 que interage com o ICAM-3 presente na
superficie de linfécitos T. Atuando como um receptor de fagocitose o DC-SIGN pode
facilitar a internalizacao de alguns antigenos solUveis que sao processados e
apresentados aos linfécitos T junto as moléculas de HLA-I e HLA-Il. O CD209
também esta envolvido na endocitose de fungos como células leveduriformes de C.
albicans e conidios de A. fumigatus e Chrysosporium tropicum (99).

Ambas as cepas de P. brasiliensis induzem o aumento da expressdo das
moléculas de HLA-I e HLA-II, no entanto foi observado um discreto aumento destes
marcadores em DCs do grupo de pacientes com a FA da PCM. Estes resultados
sugerem que DCs derivadas de mondcitos de pacientes com a FA da PCM
desenvolvem in vitro uma melhor capacidade de apresentacdo de antigenos para
linfécitos T naive.

O CCR7 é um receptor de quimiocina expresso na superficie de DCs é
adquirido durante o seu processo de maturacdo. A expressdo de CCR7 permite a
migracdo de DCs para os nédulos linféides, onde ocorre a apresentacdo de
antigenos para linfécitos T naive. Nossos resultados em relacdo a este marcador
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mostram um aumento da sua expressdo nos 3 grupos estudados (C, FA, FJ) e
preferencialmente dos pacientes com a FA da PCM, que foram estimuladas por
Pb265, sugerindo uma acdo mais eficaz desta cepa do fungo na inducdo da
maturacao das DCs.

A analise da expressao de TLR2 e TLR4 mostrou uma alta expressao destes
receptores em DCs dos grupos de pacientes com a FA e FJ da PCM estimuladas por
ambas as células leveduriformes do fungo. Foi detectada uma alta frequéncia de
linfocito TLR2* em individuos do grupo controle que foram estimuladas pelas células
leveduriformes Pb265, indicando uma maior capacidade de ativacao das DCs.

Diferentemente, a estimulagdo com células leveduriformes do fungo induziu
uma reducdo na frequéncia de células dectina-1* nos grupos C e FJ, em relacao as
DCs que nao receberam estimulos.

DCs estimuladas com CD40L mostraram seu potencial maximo de expressao
de praticamente todos os marcadores estudados (CD83, CD80/B7-1, CD86/B7-2,
CD1a, HLA | e Il CCR7, CD209, TLR2 e TLR4), sem diferencas entre os grupos (C,
FA, FJ). O CD40L, membro da familia do TNF-a, age como um potente estimulo in
vitro na fase final da cultura celular levando a maturacao de DCs de origem mieldide
com aumento da expressao das moléculas de co-estimulagcdo, adesao e producao de
citocinas inflamatérias.

Uma das caracteristicas de DCs imaturas é a sua capacidade de captura e
processamento de antigenos. Nesta fase, a expressdo de moléculas envolvidas na
fagocitose € alta, em detrimento daquelas envolvidas na etapa de apresentacéo de
antigeno. Posteriormente, na medida em que se da a maturacdo, o processo se
inverte e a capacidade de fagocitose diminui. Em nosso estudo analisamos a
capacidade de fagocitose de particulas de dextran por DCs de individuos do grupo C
apos a estimulacdo com células leveduriformes do fungo e CD40L. Os resultados
mostraram que ocorre uma significativa diminuicdo da capacidade fagocitica das
DCs, principalmente aquelas que foram estimuladas com Pb265, indicando que a
cepa de baixa viruléncia poderia estar induzindo uma melhor maturagdo destas

células.
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Em conjunto, os resultados da andlise dos marcadores de superficie
mostraram que ambas as células leveduriformes do fungo induziram a maturacao
das DCs nos 3 grupos estudados (C, FA, FJ). No entanto a avaliagdo da expresséo
da molécula CD83 e da capacidade de fagocitose sugerem que as DCs que foram
pulsadas com células leveduriformes da cepa Pb265 do P. brasiliensis sofrem um
processo de maturacdo mais eficiente. Isto poderia estar relacionado a maior
exposicdo de B-(1-3) glucana na parede de células leveduriformes com baixa
viruléncia, o que facilitaria o reconhecimento pelos fagocitos. Varios trabalhos
mostraram que a atividade fungicida de mondcitos humanos € significativamente
maior contra as células leveduriformes da cepa Pb265 do que contra a Pb18, que

possui maior teor de a-(1-3) glucana em sua parede celular (100).

Posteriormente foi avaliada a expressao do RNAm para citocinas inflamatérias
e anti-inflamatérias em DCs 18 horas apés o estimulo com as células leveduriformes
do fungo. Os resultados revelaram que a estimulagdo das DCs com as células
leveduriformes do fungo induziu o aumento da expressdao do RNAm para TNF-a, IL-
1B, IL-12p35 e IL-23p19.

A citocinas sao consideradas coordenadoras chave da resposta imune e
padrbes diferentes de producdo podem ser detectados quando ocorre a fagocitose
de células leveduriformes, conidios e hifas. A presenca dessas citocinas poderia
contribuir para uma resposta mais eficaz contra o fungo visto que atuam na
promocao da resposta inflamatdria, com a estimulagdo de moléculas de adesao,
sintese de quimiocinas e ativacao de fagocitos. As citocinas inflamatérias (TNF-a., IL-
1a, IL-1B, IL-6 e TNF-a) produzidas por DCs ativadas induzem a sua maturagéo e
também estao envolvidas na indugédo da proliferacao de linfécitos T CD4 e CD8. A
IL-6 induz a expressado do CD25 (receptor para a cadeia a da IL-2) e funciona como
um segundo sinal para a inducdo da producgéo de IL-2 por linfécitos T. A IL-6 em
sinergismo com IL-1p e TNF-a, induzem o aumento da producao de IL-2 (78).

Alguns trabalhos demonstraram que DCs CD86" apresentam aumento da
expressdao do RNAm para IL-1a, IL-1B, IL-6 € TNF-a, em resposta ao LPS. A

ativacao das DCs pela producédo de IL-1B e TNF-a de forma paracrina ou autécrina
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representa um importante elo de transicao entre a resposta imune inata e a resposta
adaptativa. Estes trabalhos demonstraram também que a interacdo CD40-CD40L
induz o aumento da producédo de IL-6 e TNF-a por DCs derivadas de mondcitos
humanos (78).

Em particular, a IL-12 é uma citocina chave que controla a resposta induzida
por linfécitos T. APCs como mondcitos, macréfagos e células dendriticas produzem
IL-12 em resposta a infeccdo e esta citocina € capaz de, durante o processo de
apresentacdo de antigenos para linfocitos T naive, induzir a diferenciacdo de
linfécitos Th1 produtoras de IFN-y. A IL-12 € composta pelas subunidades p35 e p40
que quando combinadas de forma convalente formam o composto bioativo (IL-
12p70). Alguns trabalhos sugerem que a presenga da subunidade da IL-12p35 é
imprescindivel para a indugéo da diferenciagao de linfécitos Th1 produtores de IFN-y.
DCs que foram estimuladas com LPS perdem a capacidade de induzir a
diferenciacao de linfécitos Th1 produtores de IFN-y quando a subunidade da IL-
12p35 foi neutralizada (78,101).

A IL-23 também é uma citocina produzida por DCs na forma heterodimérica
que promove um link entre a resposta imune inata e adquirida, sendo produzida
precocemente em resposta a patdégenos. A IL-23 é produzida por macréfagos
ativados e DCs sendo composta pelas subunidades p40 da IL-12 a pela IL-23p19
que é homologa a IL-12p35. A IL-23, em sinergismo com a IL-1p e IL-6, parece ter
um importante papel na inducdo da diferenciacdo de linfécitos Th17 (81,101).
Similarmente a IL-12p70, a IL-23 também induz a producéo de IFN-y por linfocitos T
humanos de memoria (CD45R0O™), embora em menor quantidade (78). A IL-23 induz
a expansdo de linfécitos T de memoéria (CD47/CD45RO™) e a diferenciacdo de
linfécitos Th17 produtores de IL-17 (102).

Em nosso estudo a producéo de IL-1B, IL-6 e IL-23p19 por DCs estimuladas
por células leveduriformes do fungo (Pb18 e Pb265) poderia estar induzindo a
diferenciacao de linfécitos T naive em Th17 produtores de IL-17 e a producéao de IL-
12p35/p40 a diferenciagdo em linfécitos Th1 CD4*/CD45RO" produtores de IFN-y,
como posteriormente demonstramos pela andlise das populacdes de linfécitos por

citometria de fluxo.
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Alguns estudos mostraram que fungos patogénicos como Histoplasma
capsulatum portador de -(1-3) glucana em sua parede induzem DCs, via dectina-1,
a produzir IL-23 levando a diferenciacao de linfécitos Th17 (103). Por outro lado, a
presenca das subunidades da IL-12 (p40/p35) também pode induzir a diferenciacéo
de linfécitos T naive em linfécitos Th1 produtores de IFN-y, como verificado em
estudos com DCs infectadas com Aspergillus fumigatus (93).

Em nosso trabalho foi observada uma baixa expressdo de RNAm para dectina-1
em DCs estimuladas com células leveduriformes Pb265 nos pacientes com a FA da
PCM (dados ndao mostrados), compativel com os resultados de citometria de fluxo
que mostraram uma redugdo das células dectina-1+. Diferentemente, observamos
uma alta frequéncia de linfécito TLR2" e TLR4" avaliadas por citometria de fluxo,
apdés a estimulagdo com células leveduriformes do fungo nos pacientes com as duas
formas clinicas da PCM.

Varios trabalhos sugerem que a dectina-1 altamente expressa em DCs age em
sinergismo com TLRs; promovendo assim uma exacerbada resposta inflamatéria
com producao de IL-12 e TNF-a (104,105). O reconhecimento de B-(1,3) glucana
pela dectina-1 é uma das principais vias de reconhecimento de fungos e
camundongos deficientes neste receptor sdo mais suscetiveis a infeccao por
Candida albicans e Pneumocystis jiroveci (41). O TLR2 e TLR4 também estédo
envolvidos no reconhecimento de C. albicans induzindo a producao de citocinas
inflamatérias (106). Recentemente demonstramos a participacao do TLR-2, TLR-4 e
dectina-1 no reconhecimento e internalizagdo do Paracoccidioides brasiliensis por
monacitos e neutréfilos humanos e ativagao da resposta imunolégica ao fungo (16).

As B-(1,3) glucanas sao reconhecidas por células do sistema imune inato
(neutréfilos, macréfagos e DCs) portadoras de dectina-1, modulando assim a
resposta imune do hospedeiro (44). Este reconhecimento é fundamental para a
imunidade anti-fungica. Além do reconhecimento das f-(1,3) glucanas, outros
trabalhos mostraram em humanos que a dectina-1 pode funcionar como uma
molécula co-estimulatéria para linfécito T (44). Diferente dos TLRs que induz uma
resposta Th1; a dectina-1 induz a producéo de IL-23 e IL-6 polarizando a resposta
imune adaptativa para linfécito Th17 (31).
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Em relagdo a producao das citocinas anti-inflamatérias verificamos expressao
do RNAm para IL-10 em DCs estimuladas por células leveduriformes do Pb265
somente nos grupos FA e FJ. Por outro lado, foi observado expressdo do RNAm
para TGF-p em DCs estimuladas por ambas células leveduriformes do fungo
somente no grupo com a FA da doenca.

Com base na analise da expressao génica pudemos constatar que as DCs
dos 3 grupos estudados (C, FA, FJ) diferenciadas in vitro constituem uma populagéo
heterogénea capaz de produzir citocinas inflamatorias (IL-1p, TNF-a, IL-12p35/p40,
IL-6 e IL-23) e anti-inflamatérias (IL-10 e TGF-B).

Posteriormente verificamos a capacidade das DCs geradas apds a
estimulacdo com células leveduriformes de P. brasiliensis em ativar linfécitos T
CD4"/CD8" autélogos.

DCs que foram estimuladas com ambas as cepas do fungo (Pb18 e Pb265)
foram capazes de induzir uma maior proliferagdo de linfocitos T autdlogos
(CD4%/CD8") nos grupos de pacientes com FA e FJ da PCM, em relagdo ao grupo C.
Este resultado foi concordante com o achado de aumento da freqiiéncia de linfécito T
de meméria (CD4*/CD45RO* e CD8/CD45R0O") nos pacientes com a doenca.

Observamos também um aumento da freqiiéncia de células CD4/CD69" e
CD8*/CD69" em linfécitos que foram estimulados com DCs pulsadas com as ambas
as células leveduriformes do fungo (Pb18 e Pb265), principalmente nos pacientes
com a FA da PCM, quando comparado com o grupo controle. O CD69 é um receptor
de superficie expresso em leucécitos durante sua ativagdo apds infeccao por
microrganismos patogénicos (107). In vivo este receptor é encontrado em infiltrados
leucocitarios durante os processos inflamatérios cronicos. Nossos resultados
sugerem que as DCs pulsadas com o fungo adquiriram competéncia para ativar
linfécitos T autdlogos, levando a sua diferenciacdo em células efetoras. Alguns
estudos sugerem que o CD69 também possui uma fungéo pro-inflamatéria podendo
agir como uma molécula regulatéria modulando assim a resposta imune (107).
Durante a infeccao intracelular por Listeria monocytogenes o CD69 pode também
controlar a ativacao de linfécitos Th1 e a producao de citocinas, controlando assim o
nuamero de células efetoras ativadas (108).
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Por outro lado, observamos que as células leveduriformes do fungo também
induziram a proliferacdo de linfécitos T com fendtipo regulatorio
(CD3*/CD4*/CD25"/Foxp3*) nos 3 grupos estudados (C, FA, FJ), em relacdo a
condicéao SE.

A pesquisa de citocinas intracelulares em linfécitos T CD4+ (T CD3* CD89)
demonstrou que a DCS estimuladas com ambas cepas do fungo foram capazes de
induzir a produgdo de IL-2, IFN-y e IL-17 e IL-10 de forma mais acentuada pelos
grupos de pacientes com PCM, sem diferenga entre as formas clinicas. Ja a
producéo de IFN-y por linfécitos T CD3"CD8" foi similar nos 3 grupos estudados (C,
FA, FJ).

Em conjunto os resultados do estudo mostraram que a estimulagdo com
células leveduriformes de P. brasiliensis (Pb18 e Pb265) induz uma populagéo
heterogénea de DCs capazes de produzir citocinas inflamatérias e anti-inflamatérias
e dar origem a uma resposta linfocitaria mista com proliferacdo de linfécito Th1
(produtoras de IFN-y), Th17 (produtoras de IL-17) e células com fenétipo regulatério
Foxp3™ (produtoras de IL-10). Estes linfécitos T polifuncionais produtores de IFN-y e
IL-17 poderiam estar sendo ativados por meio da p-(1,3) glucana, presente em

maior quantidade nas leveduras da cepa de baixa viruléncia (Pb265).
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Conclusdo




Em conjunto os resultados do estudo mostraram que a estimulagdao com
células leveduriformes das cepas Pb265 (baixa viruléncia) e Pb18 (alta viruléncia)
de P. brasiliensis induz uma populacao heterogénea de DCs capazes de produzir
citocinas inflamatdérias e anti-inflamatorias e dar origem a uma resposta linfocitaria
mista com proliferacdo de linfécitos Th1 (produtores de IFN-y), Th17 (produtores
de IL-17) e células com fenétipo regulatério Foxp3™ (produtores de IL-10). Estes
linfocitos T polifuncionais produtores de IFN-y e IL-17 poderiam estar sendo
ativados por meio da p-(1,3) glucana presente em maior quantidade na parede
celular das células leveduriformes da cepa Pb265.
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VIil. ANEXOS

Anexo 1: Caracteristicas dos pacientes com a FA da PCM (n=15)

Tabagismo/ Sintomas Diagnostico Sorologia
Paciente | Idade Etilismo Profissao clinicos Localizacao (ID)
Rouquidao, Pulmobes e Biopsia lingua
JLJ 50 Sim/Sim Pedreiro coriza, tosse mucosas 11
com secrecao
Rouquidéo, Pulmoes, Biopsia
GJC 50 Sim/Néo Pedreiro tosse seca laringe e epiglote e 1/2
dispnéia mucosa oral borda lingua
Pulmobes e Biopsia regiao
CFP 49 Sim/Néo manicure Dor abdominal pele maxilar e 1/2
e tosse escarro
Perda peso e Pulmbes Exame direto
apetite escarro 1/4
SLSS 43 Sim/Sim agricultor tosse seca,
dispneia
Rouquidao, Pulmoes, Biopsia lesdo
JCS 65 Sim/Sim metallrgico tosse com laringe e pele axila 1/2
secrecao
JCF 48 agricultor Rouquidéo e Pulmodes e - nao reagente
Sim/Sim tosse laringe
Efisema Pulmobes Biopsia lesao 1/2
APS 49 Sim/Nao agricultor pulmonar e palato e
lesdes pele orofaringe
Perda peso, Pulmbes, Biopsia 11
febre, tosse mucosa oral cavidade oral
seca e
BDA 54 Sim/Nao caseiro dispneia
Pulmdes, Bidpsia lesoes
Lesoes mucosa oral e cutaneas 1/4
JBC 55 Sim/Nao pedreiro cutaneas, pele
tosse seca
Dispneia, Pulmées -
ABVAS 61 Sim/Nao tosse seca 1/4
eletricista
JRA 46 Pulmoes, Bidpsia borda 1/4
Sim/Sim agricultor Leséao lingua mucosa oral lingua
Pulmodes e Biopsia nao reagente
MR 39 Nao/Néo mecanico Dispneia, laringe orofaringe e
tosse seca palato
Tosse seca, Pulmoes e Biopsia de
PR 57 Sim/Sim agricultor rouquidao, laringe laringe nao reagente
perda peso
Lesao Pulmobes e Biopsia de
LBP 55 cavidade oral, orofaringe cavidade oral 1/8
Sim/Sim motorista perda peso
Tosse seca, Pulmoes e Biopsia lesbes
coriza, lesbes mucosas cavidade oral 11
DEFF 60 Sim/Sim Dona de casa na cavidade
oral
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Anexo 2: Caracteristicas dos pacientes com a FJ da PCM (n=12)

Tabagismo/ Sintomas Diagnostico | Sorologia
Paciente | Idade Etilismo Profissao clinicos Localizacao (ID)
Febre diaria, Linfonodos Biopsia 1/8
LFF 33 Nao/Nao tecelagem tosse seca, ganglio e
perda peso escarro +
Febre diaria, Linfonodos Biopsia 1/64
RJPB 7 Nao/Nao - Inapeténcia, ganglio
dor abdominal
Febre diaria, Linfonodos Biopsia 1/64
septicemia, mucosa nasal
TCSJ 9 Nao/Nao - insuficiéncia
renal
Febre diaria, Linfonodos, | Biopsia pele e 1/32
MGM 12 Nao/Nao - sudorese, pele fragmento
lesbes pele hepatico
Febre diaria, Linfonodos - 1/32
MOS 10 Nao/Nao - edema joelho,
perda peso
Febre diaria, Linfonodos Bidpsia 1/32
JSS 26 Sim/Nao pedreiro diarréia. apéndice
dor abdominal cervical
Diarréia, Linfonodos, Biopsia 1/8
dor abdominal, pele ganglio
SGCG 24 Nao/Nao - tosse
produtiva
Febre diaria, Linfonodos , | Biopsia 6ssea 1/32
CSS 7 Nao/Nao - fratura de 0SS0S
tornozelo
Mdaltiplos Linfonodos - 1/4
PMDR 29 Nao/Nao - linfonodos
cervicais
WCPS 13 Nao/Nao - - Linfonodos - 1/32
Febre diaria, Linfonodos Bidpsia 1/64
perda peso, linfonodo
RLGS 33 Nao/Nao faxineira tosse,
dor abdominal
Multiplos Linfonodos Bidpsia 1/64
linfonodos linfonodo
cervicais e
ICP 19 Nao/Nao Lavoura café fraqueza
Anexos 144




Anexo 3: Parecer do Comité de Etica em Pesquisa — FCM - UNICAMP

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

By flm unicamp. b pesquisnieticalindes ol

CEP, 250706,
(Girupa 1)

PARECER PROJETO: N" 263/20:06 (Esie n®* deve ser citady nan oorreapondéncing selesenie s ene projeto|
CAAE: 01950 146.000-06

LIDENTIFICACAO:

PROJETO. “CARACTERIZACAO FENOTIPICA E FUNCIONAL DE CELULAS
HMANAS INDUZIDAS POR DUAS CEPAS DE PARACOCCIDIOIDES COM
POTENCIAL DE VIRULENCIA DIVERSO™

PESQUISADOR RESPONSAVEL' Mircia Crisiina Fornazim

INSTITUICAD: HC/UNICAMP

APRESENTACAQ AD CEP, 07/06/2006

APRESENTAR RELATORIO EM: 25/07/07 (O formuldrio encontri-se no i acima)

Il - OBJETIVOS

Verificar o potéencial dos lisados de leveduras de F. brasiliensiy em promover a
diferenciaglio de células dendriticas imaturas em eelulas maduras competentes, em seus aspectos
fenotipicos e funcionais

1l - SUMARIO

Serlo cultivadas células aderentes de sangue perifético de 5 individuos normais
seuddveis, que nio entraram em contato com o fungo e negatives  pars o teste cutiinen; (0
pacientes com PCM. com diagndstico comprovade, dividides de acordo com a forma cliniea da
doenca, n saber: 5 para a forma juvenil ¢ § para a forma adulta; ¢ 5 individuos infeciados, mas
niio doentes. As células dendriticas serfio caracterizadas pelos seus marcadores e posteriorments
pela dosagem de citocinas. Os dados serlio analisados atraves de testes nio paramétricos.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

A hipotese esti clarn ¢ o8 métodos mplicedos s amostras atenderfio aos objetivos do
estudo. Termo de Consentimento adequada

¥ - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, spos
acalar os pareceres dos membros-relatores prevismente designados para o presente caso e
stendendo todos os dispositives das Resolugdes 196/96 e complementares, resolve aprovar sem
feslngdes o Protocolo de Pesguisa, bem como ter aprovado o Termo do Consentimento Livre ¢
Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos na Pesquise supracitada

v e ibrw von Fesgpeinas - | NI AATP

T Tosadlia Vides de Camargs 110 FUPSEL (NG T
ot Mowkad 6110 FAX {815 TTRE-TINT
LAREST) Campipsds - 51 ergrofcm, ml cpmg, 1
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S

DE ETICA EM

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE PESQUISA

B wwew fom umicamp bripesguzs/cticafindes itml

O contettdo e 8s conclusdes aqui apreseniados sfio de responsabilidade exclusive do
CEP/FCM/UNICAMP ¢ nilo representam a opinido da Universidede Estadual de Campinas nem
4 Comprometem

V- INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se s participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagio alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Ttem TV 1.) e deve receber uma edpia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (ltem 1V.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apds andlise das rardes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item 1111 2), exceto quando perceber risco ou dano nlo previsto oo sujeito
participante ou quando constatar & superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Ttem V.3.)

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res CNS hiem V4.) E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento ndverso grave ocomda (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagio ao CEP e & Agéncia Nacional de Vigilincia Sanitaria - ANVISA -
Junio com seu posicionamento

Eventuais modificagbes ou emendas ao protocolo devem ser apresemtadas po CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo & ser modificada e suas justificativas
Em caso de projeto do Grupo | ou IT apresentados anteriormente & ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envid-las também & mesma junto com o parecer aprovatorio do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, tem 111.2.¢)

Relatdrios parciais e final devem ser apresentadns a0 CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resoluglio CNS-MS 196/96.

VIl - DATA DA REUNIAD

Homalogado na V11 Reunifio Ordiniria do CEP/FCM, em 25 de julho de 2006

Profa. D icil Sjivia Bertuzzo
PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP

€ woney dy Tiien e Prsymisn - 1500 abiP

s Tomabln Vietrs de Camarps, 136 PPN (00 W) NN
Waknn Postui 8901 FAX 01T 3TAE TINT
THIRLFT ] gl - 51 wogrin oo mmlommp. i
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Anexo 4: Termo de consentimento

Nome do Estudo: Caracterizacdo fenotipica e funcional de células dendriticas
humanas induzidas por duas cepas de Paracoccidioides brasiliensis com potencial
de viruléncia diverso

Pesquisador Principal: Marcia Cristina Fornazim

Supervisora: Profa. Dra. Maria Heloisa Souza Lima Blotta

Local: Hospital das Clinicas - Unicamp

Nome do Paciente:

Cidade: RG: HC:

Endereco:

Contatos:

Marcia Cristina Fornazim — (19) 3521-8991 — (19) 3521-9056 — (19) 3406-5049 —
(19) 9230-5877
Profa. Dra. Maria Heloisa Souza Lima Blotta — (19) 3521-9453 — (19)3287-6531 —
(19) 9798-7660

Objetivos do Estudo:

Nés pedimos a permissao de incluir o (a) senhor (a) como participante de um
protocolo de pesquisa. O objetivo deste estudo é verificar se as células que serédo
obtidas do seu sangue periférico podem ou nao ser ativadas in vitro; ou seja se
estas células de defesa do seu sangue conseguem ou nao combater o fungo e
conter a doenca chamada de paracoccidioidomicoe. Por meio desta coleta de
sangue responderemos algumas questdes referentes a fase inicial da doenca. A
paracoccidioidomicose € uma doenga causada por um fungo, muito comum no
Brasil, e que € ainda pouco estudada. Portanto estamos fazendo um estudo para
tentar compreender como este fungo causa a doenca e como as células de defesa
do doente reagem contra ele.

Procedimentos:
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Neste estudo colheremos uma amostra de sangue para a qual realizaremos
todos os testes que necessitamos. Nao sera feita nenhuma puncéo extra além
desta. Apenas colheremos uma pequena quantidade (100 mL) de sangue. O
senhor nao tera nenhuma despesa. Seu tratamento neste hospital ndo sera
alterado em nada: ndo ser&o adicionados ou retirados medicamentos e todos os
outros procedimentos ocorrerdao sem nenhuma interferéncia.

Riscos e Desconfortos:

Nenhum risco maior ou desconforto ocorrera devido ao estudo. A pungéo
venosa ocorrerd como de costume e serdo coletados apenas um volume (100mL —
4 do volume de uma bolsa de doagédo de sangue ), resultando em uma extenséo
minima do tempo de retirada do sangue.

Recusa de Participacdo ou Retirada do Estudo:

A participagao neste estudo é voluntaria. Vocé nao tem nenhuma obrigacao
de participar deste estudo. Seu tratamento atual ou futuro ndo sera afetado em
caso de vocé nao participar do estudo. Se vocé decidir participar, vocé podera
mudar de opinido e sair do estudo a qualquer momento sem que isto afete seu
tratamento atual ou futuro neste hospital.

Confidencialidade:

Informagbes meédicas obtidas neste estudo ndo fardo parte do seu
prontuario médico deste hospital e serdo colocadas junto a arquivo dos
investigadores. O prontuario médico fica a disposicdo de médicos do complexo
hospitalar do Hospital das Clinicas da Unicamp e quem tiver acesso a ele devera
manter a confidencialidade de acordo com as leis e politica do hospital. Nenhuma
informacédo sera distribuida a pessoas fora do hospital sem seu consentimento
prévio, a ndo ser em casos previstos neste termo de consentimento.

Informagcées do seu prontudrio poderdo eventualmente serem
disponibilizados a 6rgaos governamentais no cumprimento de seu dever legal de
zelar pela ética na pesquisa médica.

Os resultados deste estudo poderao ser publicados em revistas ou livros

médicos e serem usados para o ensino. Porém, seu nome e outros identificadores

nao serao usados em nenhum momento sem a sua devida permissao.

Requerimento de Maiores Informacdes

Vocé pode fazer novas perguntas sobre o estudo a qualquer momento. Os
investigadores vao dar a vocé numeros de telefone e estardo disponiveis para
esclarecer quaisquer duvidas.

Se durante o estudo ou apds vocé desejar discutir seus direitos como
participante do grupo de estudo, tiver qualquer reclamacdo ou se sentir
pressionado para participar do estudo ou para continuar nele, por favor entre em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas
da Unicamp no telefone (19) 3521-8936.
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Assinatura:

Eu confirmo que o objetivo do estudo, seus procedimentos e os possiveis
riscos e desconfortos que eu possa experimentar foram explicados para mim.
Alternativas a minha participacdo também foram discutidas. Todas as minhas
questbes foram respondidas. Eu li ou leram para mim este termo de
consentimento. Minha assinatura abaixo indica minha incluséo no estudo.

Paciente:
Data:

Testemunha:

Atesto que expliquei o objetivo do estudo, seus procedimentos, identificando quais
seriam investigativos, os possiveis riscos e desconfortos e respondi a todas as
questdes a respeito do estudo na melhor de minhas habilidades.

Representante do Estudo:

Data:
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Anexo 5

Recuperacao da fracao de CMSP, fracao aderente e DCs 72 dia

Monécitos obtidos por aderéncia a partir de células mononucleares do
sangue periférico (CMSP) de 16 individuos normais saudaveis (grupo controle [C];
sendo 7 do sexo masculino e 9 sexo feminino), de 15 individuos do grupo de
pacientes portadores da forma adulta da doenca (FA) [sendo 13 do sexo
masculino e 2 sexo feminino] e 12 individuos do grupo de individuos portadores da
forma juvenil (FJ) [sendo 5 do sexo masculino e 7 sexo feminino], foram
cultivadas in vitro na presenca de RPMI 1640 suplementado com 10% de soro
fetal bovino (SVF), 2% L-glutamina, 1% piruvato de sodio, 0,2% de antibiodticos
(penicilina e streptomicina), rhGM-CSF (800 Ul/mL ou 100ng/mL) e rhiIL-4 (500
Ul/mL ou 5ng/mL) em frascos de 75mL, durante 7 dias consecutivos. No 2° e 5°
dia apos o inicio da cultura as células aderentes foram enriquecidas com citocinas

frescas, sem a troca de meio de cultura.

As tabelas abaixo demonstram os valores de 16 individuos controles
(Tabela 1), 15 pacientes portadores da forma adulta (Tabela 2) e 12 pacientes
com a forma juvenil da doenca (Tabela 3): volume de sangue periférico coletado,
namero de células obtida apds a separacdo pelo gradiente de separacao Ficoll
Hypaque, fracdo de células obtidas apds aderéncia em plastico, recuperacao e a
porcentagem (%) de iDCs apos 7 dias de cultura com rhGM-CSF e rhiL-4 em
relacédo a fragdo aderente inicial.
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Tabela 1: Recuperagdo das fragdes celulares a partir do sangue periférico do

grupo controle (C).

Volume Células Fracdo (x10°) %

Sangue (x10°) (x10°) D7 D7
No. mL linfomononucleares| Aderente iDCs iDCs
1 160 259 111 13,6 11,7
2 100 215 117 13,7 11,7
3 100 154 90 6,2 6,8
4 100 184,5 103,5 9,95 9,25
5 150 203,1 105,4 10,86 9,8
6 100 193,8 104,4 10,40 9,5
7 120 175 98 5 5,1
8 100 106 63 6 9,5
9 100 164 69 2,75 3,9

10 100 107 66 7,5 11
11 100 89 68 19 28
12 100 126 56 5,2 9,2
13 100 117 51 2,5 4,9
14 100 103 58 2,7 4,6
15 100 144 36 3,4 9,4
16 100 106 33 8,7 26
Média 108 153 77 7,9 10,6
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Tabela 2: Recuperagdo das fragdes celulares a partir do sangue periférico do

grupo de pacientes portadores da forma adulta (FA).

Volume Células Fracao (x10°) %

Sangue (x10°) (x10°) D7 D7
No. mL linfomononucleares| Aderente iDCs iDCs

JLJ 50 29,6 21,4 0,65 3
GJC 40 99 35 3,25 9,2

CFP 40 118 70 6,3 9
SLSS 40 111 66 4,4 2,9
JCS 40 84 49,5 1,87 3,8
JCF 40 72 37 9,12 24.6

APS 40 42,6 114 2,4 21
BDA 40 119 41 11 26,8
JBC 40 32 15 1,28 8,5
ABVS 40 59,6 26,1 10,0 38,3
JRA 40 66,7 33,2 4,5 13,4
MR 40 54 30,0 5,0 16,6
PR 40 47,0 7,0 2,7 38,5
LBP 40 66,0 50,0 7,4 14,8
DEFF 40 62,0 38,5 3,5 9,0
Meédia 40,6 70,8 35,4 4,89 15,5

Tabela 3: Recuperagdo das fragdes celulares a partir do

grupo de pacientes com forma juvenil da doencga (FJ).

sangue periférico do

Volume Células Fracdo (x10°) %
Sangue (x10°) (x10°) D7 D7
No. mL linfomononucleares Aderente iDCs iDCs
LFF 40 83 59 3,25 5,5
RJPB 60 36,5 13 1,4 10,7
TCSJ 30 85,5 45,5 7,6 17
MGM 40 51,1 36,5 7,5 20,5
MOS 40 96 33,2 7 21
JSS 40 85 43,0 16,0 37,2
CSS 40 107,0 32,0 4,2 13,1
SG 40 30,0 8,0 2,1 26,2
PMDR 40 81,0 52,0 11,7 22,5
WCPS 40 169,0 24,0 1,0 41
RLGS 40 60,0 19,0 2,0 10,5
ICP 40 75,5 50,0 3,3 6,6
Média 40,8 79,9 34,6 5,58 16,24
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Anexo 6

Diferenciacao e caracterizacao de células dendriticas a partir de mondécitos
do sangue periférico

Os mondcitos obtidos conforme descrito no item 4 (material e métodos),
foram incubados por 7 dias com citocinas recombinantes (IL-4 — 5ng/ml e GM-CSF
— 100ng/mL) adicionadas no 1° dia de cultura, com suplementagao adicional, nas
mesmas concentragdes, nos dias 2 e 5. Apds 7 dias de cultura as células foram
avaliadas por microscopia e citometria de fluxo para verificar a diferenciacdo em
células dendriticas. Foi utilizado o seguinte conjunto de marcadores para analise
da diferenciacdo celular: anticorpos anti-CD14 (FITC), DEC205 (PE-Cy7), CD209
(PE), CD11b (APC-Cy7), CD11c (PercP-Cy5), CD1a (PE-Cy7), CCR7 (APC),
CD80 (PE-Cy7), CD83 (PE), CD86 (FITC), MHC de classe Il (APC-Cy7), TLR-2
(FITC), TLR-4 (APC) e dectina-1(PE) (marcacdo das células foi realizada
conforme descricdo no item 7 de material e métodos). Na figura abaixo pode ser
observado o resultado representativo da cinética de diferenciagdo das células
dendriticas, acompanhadas no dia 0 (monécitos do sangue periférico), e apds 2
dias (D2) e 7 dias (D7) de cultura estimuladas com IL-4 e GM-CSF. E possivel
observar que as células adquirem todos os marcadores caracteristicos de células

dendriticas.

Figura 1 (abaixo): “Dot-plots” representativos da analise por citometria de fluxo da
distribuicdo por tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) da cinética de
diferenciacdo de mondcitos do sangue periférico em células dendriticas
(DO=mondcitos, D2 e D7 = culturas estimuladas com GM-CSF e IL-4 por dois e
sete dias respectivamente). Histogramas representativos da marcacdo de
superficie com anticorpos anti-CD14 (FITC), DEC205 (PE-Cy7), CD209 (PE),
CD11b (APC-Cy7), CD11c (PercP-Cy5), CD1a (PE-Cy7), CCR7 (APC), CD80 (PE-
Cy7), CD83 (PE), CD86 (FITC), MHC de classe Il (APC-Cy7), TLR-2 (FITC), TLR-
4 (APC) e dectina-1(PE). Os histogramas foram gerados a partir dos gates (gate 1
= DO, gate 2 = D2 e gate 3 = D7) destacados nos “dot-plots”. Os numeros nos
gréaficos representam a porcentagem de células em cada gate.
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Anexo 7
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Figura 2: Histogramas representativos da andlise por citometria de fluxo da expresséo do
CD83 em DCs derivadas de mondcitos no 7° dia SE (A), 8° dia SE (B), DCs no 8° dia

estimuladas por células leveduriformes do fungo P. brasiliensis cepa Pb18 (C), Pb265 (D)
e CD40L — controle positivo (E).
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Anexo 8
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Figura 3: Histogramas representativos da andlise por citometria de fluxo da expressao do
CD80 em DCs derivadas de mondcitos no 7° dia SE (A), 8° dia SE (B), DCs no 8° dia
estimuladas por células leveduriformes do fungo P. brasiliensis cepa Pb18 (C), Pb265 (D)
e CD40L — controle positivo (E).
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Anexo 9
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Figura 4: Histogramas representativos da analise por citometria de fluxo da expresséo do
CD86 em DCs derivadas de mondcitos no 7° dia SE (A), 8° dia SE (B), DCs no 8° dia
estimuladas por células leveduriformes do fungo P. brasiliensis cepa Pb18 (C), Pb265 (D)
e CD40L — controle positivo (E).
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Anexo 10
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Figura 5: Histogramas representativos da andlise por citometria de fluxo da expresséo do
CD14 em DCs derivadas de mondcitos no 7° dia SE (A), 8° dia SE (B), DCs no 8° dia
estimuladas por células leveduriformes do fungo P. brasiliensis cepa Pb18 (C), Pb265 (D)
e CD40L — controle positivo (E).
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Anexo 11
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Figura 6: Histogramas representativos da analise por citometria de fluxo da expressao do
CD11c em DCs derivadas de mondcitos no 7° dia SE (A), 8° dia SE (B), DCs no 8° dia
estimuladas por células leveduriformes do fungo P. brasiliensis cepa Pb18 (C), Pb265 (D)
e CD40L — controle positivo (E).
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