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RESUMO

Pacientes com paracoccidioidomicose (PCM) apresentam supressao da
resposta imunoldgica celular, caracterizada por testes de hipersensibilidade do
tipo tardio negativos a antigenos do P. brasiliensis, alta taxa de apoptose de
linfécitos e alta expressdao de CTLA-4 (CD152) e alta produgédo de citocinas
supressoras (IL-10 e TGF-B). Esses dados indicam a possivel participacdo de
células T regulatérias (CD4*CD25" - Tregs) na PCM. O objetivo desse trabalho foi
verificar se, e por qual mecanismo as células T regulatérias estdo envolvidas
nessa imunossupressao. Para isso, analisamos o numero, fen6tipo, assim como a
atividade funcional das células regulatérias do sangue periférico de pacientes com
PCM antes e apds o tratamento antifungico efetivo. O nimero e o fendtipo das
células T regulatérias foram avaliados por citometria de fluxo, e os resultados
demonstraram que pacientes com PCM ativa (DA) apresentam um maior numero
dessas células que pacientes tratados (DT) ou controles normais (C). Além disso,
observamos uma maior expressdao de CD95L, CTLA-4, LAP-1 e GITR em células
regulatérias do grupo DA em relagao aos grupos DT e C. A expressdo do RNAm
(quantificado por PCR em tempo real) para FoxP3, IL-10 e TGF- em CMSP ex
vivo também foram maiores no grupo DA que nos controles e pacientes do grupo
DT. Com o intuito de comparar a atividade funcional das células T regulatérias,
analisamos o efeito da cocultura com células T regulatérias na resposta
proliferativa de CMSP estimuladas com ConA. As células regulatérias do grupo DA
exibiram uma atividade supressora maior que as provenientes do grupo DT ou C,

de uma maneira dose dependente. Para verificar se 0 mecanismo por meio do
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qual as células regulatérias exercem sua atividade € dependente de contato,
utilizamos um sistema “transwell”. Os resultados demonstraram que a atividade
supressora das células T regulatérias do grupo controle € dependente de contato,
mas que essa atividade para as células provenientes dos pacientes do grupo DA é
apenas parcialmente revertida com esse sistema. A adicdo de citocinas
supressoras recombinantes (IL-10 e TGF-B), assim como de anticorpos
neutralizantes para essas citocinas nas coculturas, mostrou que a produgéo de
citocinas regulatérias pode ser outro mecanismo utilizado pelas células
regulatérias do grupo DA. Em conclusdo, o numero aumentado de células T
regulatorias no sangue periférico de pacientes com DA, expressando altos niveis
de moléculas associadas a atividade regulatéria, ao lado da alta expressao do
RNAm para FoxpP3, IL-10 e TGF-, sugere uma participacao dessa populagao de
linfécitos na imunossupressdao observada em pacientes com PCM ativa. Além
disso, nossos resultados indicam que as células T regulatérias dependem
principalmente do contato intercelular para exercer seus efeitos supressores, e

que a producao de citocinas supressoras também esta envolvida nesse processo.
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ABSTRACT

Patients with paracoccidioidomycosis (PCM) present suppression of
cellular immune response characterized by negative DTH to P. brasiliensis
antigens, elevated apoptosis of lymphocytes, high expression of CTLA-4, and
production of IL-10 and TGF-B. Together these data point towards the involvement
of regulatory T cells (CD4"CD25" - Tregs) in PCM. The aims of this study were to
verify whether and how Tregs are involved in this immunosuppression, through the
analysis of the number and the phenotype, as well as, the functional activity of
Tregs cells from peripheral blood of patients before and after antifungal treatment.
The number and phenotype of Tregs cells were evaluated by flow cytometry, and
the results showed that PCM patients with active disease (AD) present higher
number of Treg cells than patients after treatment (TD) or healthy controls (C).
Furthermore, we observed higher expression of CD95L, CTLA-4, LAP-1 and GITR
on Tregs from AD group, than in cells from TD and C groups. mRNA expression
(quantified by qRT-PCR) for FoxP3, IL-10 and TGF-B in ex vivo PBMC, were also
higher in AD group than in controls and in TD group. In order to compare the
functional activity of Tregs, we analyzed the effect of Treg cells on the proliferative
response of PBMC stimulated with ConA. Tregs from AD group exhibited stronger
regulatory activity than cells from TD and C groups, in a dose dependent manner.
To verify the possible mechanism through which Tregs suppress the cell
proliferation we utilized a transwell system, which showed that the contact is
mandatory for regulatory activity of Treg cells from C group, but had only a partial

involvement in cells from AD patients. The addition of IL-10 and TGF-B and anti-
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cytokines in the co-cultures showed that the production of immunoregulatory
cytokines may be other mechanism used by Tregs. In conclusion, the increased
number of Treg cells in peripheral blood of patients with active disease, expressing
high levels of regulatory markers and suppressive activity, besides the high
expression of Foxp3, IL-10 and TGF-B mRNAs suggest the potential participation
of this population in the immunosuppression observed during the disease.
Moreover, our results indicate that Tregs act mainly by contact to exert their
inhibitory effects, but the production of immunoregulatory cytokines are also

involved.
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1. INTRODUCAO

A paracoccidioidomicose (PCM) é a micose sistémica de maior incidéncia
nos paises da América Latina, sendo o Brasil o pais que concentra 0 maior
nuamero de casos. A doenca é causada pelo fungo dimoérfico Paracoccidioides
brasiliensis que na natureza ou em meio de cultura a temperatura de 25°C
apresenta-se na forma miceliana e, quando a 37°C, em cultura ou no organismo
do hospedeiro, se converte em células leveduriformes. A infeccao provavelmente
ocorre por meio da inalagdo de propagulos do fungo que se depositam nos
pulmbes causando lesdes locais, ou que podem se disseminar via corrente
sanguinea ou linfatica para diversos 6érgaos como figado, baco, glandulas
suprarenais, medula 6ssea, mucosas e pele (revisto por Brummer et al, 1993).

A infeccdo pelo P. brasiliensis pode ter trés resultados: a PCM-infecgao
(P1), comum em individuos que residem ou trabalham em areas endémicas e que
entram em contato com o fungo e que apresentam intensa resposta ao teste de
hipersensensibilidade tardia (THT) a antigenos fungicos e nao apresentam o0s
sintomas da doenca; a forma juvenil (FJ) encontrada em criangas e jovens de
ambos 0s sexos e caracterizada pelo acometimento dos linfonodos, figado, baco e
disfuncdo na medula dssea, semelhante aquela encontrada em doencgas
linfoproliferativas; e a forma adulta (FA) ou croénica que acomete majoritariamente
homens adultos entre 30 e 60 anos. A forma adulta apresenta manifestacdes
clinicas que variam desde lesbes pulmonares isoladas (forma unifocal) ao

acometimento sistémico (forma multifocal) (Franco et al., 1987; Brummer et al.,

1993).
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Cada uma das formas da PCM é caracterizada por diferentes padroes de
resposta imunologica, fato que se reflete nos tipos de imunoglobulinas e de
citocinas produzidas. Na forma adulta unifocal observa-se a producdo aumentada
de IgG1, ao passo que na formas mais graves e disseminadas ocorre maior
producdo de IgE e IgG4, assim como na forma juvenil que apresenta também
elevada producgao de IgA (Baida et al., 1999; Mamoni et al., 2001; Mamoni et al.,
2002). Durante o tratamento esse perfil se modifica com acentuada queda de 1gG1
na forma adulta e de IgE na forma juvenil, enquanto os niveis de IgG4 se mantém
constantes durante todo o tratamento na forma juvenil (Mamoni et al., 2001;
Mamoni et al., 2002). Esses dados correlacionam-se com aqueles obtidos a partir
de estudos com modelos experimentais nos quais a resisténcia a doenca pode ser
associada com a producao de IgG2a e a suscetibilidade com altos niveis de IgG1
(Cano et al., 1995).

Tem sido observado ainda que a forma juvenil e a PCMe-infeccao
apresentam-se como pélos de resposta Th2 e Th1 respectivamente, e que a forma
adulta revela um padrdo intermediario. Esses padrdoes sao caracterizados pela
producao de altos niveis de IFN-y e de TNF-a pelos individuos com Pl ou com a
forma adulta unifocal, também caracterizadas por reacao positiva ao THT e baixos
titulos séricos de anticorpos; enquanto a FA disseminada e FJ sdo caracterizadas
por resposta predominantemente Th2 com altos niveis de IL-4, IL-5, IL-10, TGF-
B1, eosinofilia e producao diminuida de IFN-y, além de altos titulos de anticorpos
no soro e resposta a THT negativa (Mamoni et al., 2002; Oliveira et al., 2002;

Mamoni e Blotta, 2005; Mamoni e Blotta, 2006).
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A depressao da resposta imunologica celular, evidenciada pela anergia ao
THT e a proliferacao de linfécitos diminuida frente a antigenos do fungo, tém sido
apontada em estudos desde a década de 70 (Musatti et al., 1976; Restrepo et al.,
1978; Mota et al., 1985) e foi caracterizada pela supressao da resposta ao THT de
carater nao especifico, visto que ha depressao da resposta para outros antigenos
além de antigenos do P. brasiliensis (Restrepo et al., 1978). Paralelamente,
achados semelhantes foram feitos em modelo experimental no qual os animais
apresentaram resposta imune celular prejudicada aos antigenos do fungo (Singer-
Vermes et al., 1993), sendo que a transferéncia adotiva de células de linfonodo e
bagco de animais inoculados com P. brasiliensis, torna animais sadios pouco
responsivos ao THT (Jimenez-Finkel e Murphy, 1988). Os mecanismos envolvidos
nesta imunossupressao ainda ndo estdo totalmente descritos, mas parecem
relacionar-se com o desequilibrio no perfil de citocinas produzidas. Dessa forma,
em pacientes com PCM é observada uma producao diminuida de IL-2 e IFN-y e
grande producdo de IL-10, sendo esta ultima uma citocina com atividade
antiinflamatéria e que, portanto, pode ser associada a baixa resposta proliferativa
in vitro de células mononucleares (Benard et al., 1996; Benard et al., 1997; Benard
et al., 2001; Oliveira et al., 2002).

Outra molécula provavelmente envolvida na imunossupressao € o CTLA-4
(CD152) visto que em cultura, células mononucleares de pacientes com PCM
recuperam sua capacidade proliferativa quando sdo adicionados ao meio de
cultura anticorpos que neutralizam o CTLA-4, sendo este bloqueio acompanhado

pelo aumento da producdo de IFN-y(Campanelli et al., 2003). Outra possivel
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causa da escassa resposta imune celular observada em individuos com PCM é a
morte de linfécitos T ativados via a interacdo Fas-FasL (CD95-CD95L), fato
verificado in vitro através do bloqueio dessa ligacdo que resulta em significativa
reducdo da taxa de apoptose em células mononucleares obtidas desses pacientes
(Cacere et al., 2002; Campanelli et al., 2003).

Em conjunto, o aumento das taxas de apoptose, da expressdo de CTLA-4,
a auséncia de resposta de hipersensibilidade tardia e a baixa resposta
linfoproliferativa a antigenos do fungo observados em pacientes com PCM
apontam para a regulacdo negativa da resposta imunolégica do hospedeiro,
favorecendo o desenvolvimento da doenga.

A regulacdo da resposta imunolégica a varios patdégenos tem sido bem
documentada e parece estar relacionada a acao de células T com atividade
regulatoria (Netea et al., 2004; Ji, J. et al., 2005; Campanelli et al., 2006; Guyot-
Revol et al., 2006; Ji, M. J. et al., 2006; Keynan et al., 2008; Robinson et al., 2008).
As células T regulatérias constituem um conjunto de populagdes celulares que
possuem atividade supressora e que desempenham importante papel no controle
da autoimunidade, da rejeicao a transplantes, da reacao inflamatéria exacerbada a
diversos patdgenos e da manutencdo da homeostase (Rezvani et al., 2006;
Nguyen et al., 2007; Parietti et al., 2007; Han et al., 2008; La Cava, 2008; La Cava,
2008; Piccirillo, 2008; Piccirillo et al., 2008; Terme et al., 2008; Waid et al., 2008).
Ao que parece, para cada situacdo e microambiente inflamatério uma ou mais
populacdes de células regulatérias podem ser recrutadas ou diferenciadas, e na
populagdo de células CD4" foram caraterizadas subpopulagdes de células

regulatérias naturais e induzidas. Dentre as células que se tornam regulatérias na
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periferia estdo as células Tr1 que sao produtoras de IL-10, as células Ty3 que sado
grandes produtoras de TGF-B e células T regulatérias induzidas (T
CD4"CD25*Foxp3* induzidas) (Cottrez e Groux, 2004; Wohlfert e Belkaid, 2008).
Ja as células ditas regulatérias naturais, que se diferenciam no timo e expressam
constitutivamente a cadeia alfa do receptor para a IL-2 (CD25), representam a
populacdo de células regulatérias melhor caracterizada e mais bem estudada
(Bach, 2003; Bluestone e Abbas, 2003).

Além de expressar o marcador CD25, grande parte das células T
regulatorias expressa também GITR, Fas (CD95), FasL (CD95L), CD103, CD38,
CTLA-4 (CD152), LAP-1 (TGF-B de membrana) e CD62L, considerados
marcadores adicionais dessas células (Vignali et al., 2008).

O GITR apresenta grande importancia funcional nas células regulatérias,
essa molécula €& expressa constitutivamente por essas células, e pode ser
induzida durante a ativacdo dos linfécitos T CD4* convencionais. Aparentemente o
GITR apresenta um papel importante na expansao das populac¢des de linfécitos
durante a sua ativagao por meio da interagcao com o seu ligante (GITRL) expresso
em células apresentadoras de antigeno (Shevach e Stephens, 2006). O GITR
apresenta uma cinética de expressao diferenciada em linfécitos convencionais e
em células regulatérias, enquanto nos primeiros a expressao € transitoria, nas
células regulatérias a sua expressdo é constante, podendo contribuir para o
aumento e para a manutengdo da subpopulagdo de células regulatérias, que
dessa forma podem controlar a resposta imunolégica apds a eliminacdo do

estimulo antigénico (Uraushihara et al., 2003; Shevach e Stephens, 2006).
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A molécula CTLA-4 também ¢é expressa logo apos a ativacdo em linfécitos
T convencionais e apresenta-se constitutivamente expressa em células
regulatérias naturais (Tang et al., 2004; Greenwald et al., 2005), sendo a sua
expressao controlada pelo fator de transcricdo Foxp3. O CTLA-4 liga-se com alta
afinidade as moléculas de CD80 e CD86 em células apresentadoras de antigenos,
e nos linfécitos convencionais apresenta um papel importante na regulagcéo de sua
ativagéo. Por se ligar as moléculas de CD80 e CD86 com alta afinidade, o CTLA-4
compete com a molécula de CD28 (molécula presente na sinapse imunoldgica e
associada com a ativagao dos linfécitos) (Greenwald et al., 2005). O CTLA-4
apresenta em sua porc¢ao intracelular um dominio ITIM, sendo responsavel pela
ativacao intracelular de diversas fosfatases que tem a funcdo de controlar o
processo de ativacao celular (Greenwald et al., 2005). O seu papel no controle da
resposta imunoldgica foi demonstrado em diversos modelos: animais deficientes
para essa proteina morrem prematuramente devido a uma inflamagéao
generalizada e ainda, foi observada associacao entre polimorfismos de CTLA-4 e
doencgas autoimunes como o diabetes tipo | (Wing et al., 2008). Sua fungdo em
células T regulatérias foi evidenciada por Wing e colaboradores (2008) por meio
da utilizagdo de células FoxP3" provenientes de animais deficientes em CTLA-4, a
transferéncia dessas células para animais depletados de células T regulatérias é
incapaz de reverter uma resposta inflamatéria exacerbada, e os animais
apresentam morte prematura e o desenvolvimento de esplenomegalia e
linfadenopatia com hiperproducdo de IgE e de miocardite aguda letal. Tais
observacoes evidenciam que o CTLA-4 esta fortemente ligado a capacidade das

células regulatérias em conter a resposta inflamatéria, na auséncia deste, a
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atividade dessas células fica comprometida impedindo-as de exercer sua atividade
(Wing et al., 2008).

Ao lado das moléculas expressas na superficie das células, o fator de
transcricdo FoxP3 expresso preferencialmente por esse tipo celular, tem sido
descrito como marcador de atividade de células T regulatérias. A importancia do
Foxp3 na atividade de células T regulatérias foi evidenciada em trabalhos como o
de Brunkow et al. (2001) que verificaram que camundongos mutantes para o gene
que codifica para FoxP3 desenvolvem uma grave doenca linfoproliferativa e
morrem pouco tempo apds o nascimento (Brunkow et al., 2001). Em humanos, a
mutagdo natural no mesmo gene provoca a sindrome da poliendocrinopatia-
enteropatia e imunodisregulacéo ligada ao X (IPEX), uma doenca autoimune letal
(Bennett et al.,, 2001). O FoxP3 € essencial para diferenciagdo, sobrevivéncia e
manutencao das células regulatérias (Fontenot e Rudensky, 2004; Ziegler, 2006).
Esse fator de transcricao interage e coopera com diversos outros como o AML1, o
NF-kB, o Runx, a Smad-3 e o NFAT de forma a alterar o repertério transcricional
da célula e promover a expressao de varias moléculas relacionadas a atividade
das células regulatérias como o CD25 e o CTLA-4 dentre outros genes ligados a
essa funcao (Ono et al., 2007; Tone et al., 2008). Foi observado que células T
ativadas transfectadas com o gene do FoxP3 passaram a exercer atividade
supressora (Fontenot et al., 2003; Hori et al., 2003; Yagi et al., 2004).

As células T regulatérias exercem suas fungdes de supressao da resposta
imunolodgica, por meio de diversos mecanismos que podem depender do contato

intercelular (expressao de CTLA-4, Fas-FasL, GITR e TGF-B na superficie celular)
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ou por outros que sao independentes de contato, como pela secrecao de citocinas
supressoras como IL-10 e TGF-B ou pelo consumo de citocinas envolvidas no
processo de proliferagdo celular como a IL-2 (Goleva et al., 2005; von Boehmer,
2005; Vignali et al., 2008).

Nos ultimos anos intensificou-se o estudo da participacao das células T
regulatérias em diversas doengas, mas existem poucos estudos sobre o papel
dessas células na PCM. O uanico trabalho, publicado recentemente (Cavassani et
al., 2006), demonstra que nos pacientes com a paracoccidioidomicose ndao ha
aumento no nimero de células CD4"CD25* quando comparado ao nimero de
células presentes em individuos saudaveis mas que estas, apresentam expressao
aumentada de CTLA-4, LAP-1 (TGF-f de membrana), GITR e Foxp3. Outro
resultado observado nesse trabalho foi o aumento da atividade supressora das
células regulatérias isoladas do sangue periférico ou de lesdes de pacientes sobre
a proliferacao de células alogénicas. Esses achados indicam que na PCM ha o
envolvimento das células T regulatérias no controle resposta ao patégeno e que
estas células talvez estejam envolvidas na supressdo da resposta imunoldgica
celular observada.

Apesar do seu papel na PCM ainda ser pouco estudado, em outras
doencas (infecciosas ou nao infecciosas) as células T regulatérias tém
demonstrado participar de maneira efetiva e importante, tanto no que se refere a
suscetibilidade como na resisténcia a doencas, sendo esta Ultima atividade

exercida principalmente pelo controle de uma resposta inflamatéria exacerbada.
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Na filariose provocada por Brugia malayi observa-se uma supressao na
resposta mediada por linfécitos T e aumento de expressdo de CTLA-4. Em
animais infectados por esse parasita ocorre um aumento do nimero de células T
regulatérias (T CD4"Foxp3*CD103") circulantes e no lavado peritoneal (McSorley
et al., 2008). A analise funcional dessas células regulatérias mostra também forte
atividade supressora sobre células TCD4" naives, indicando que, a
imunossupressao observada nos pacientes possa ser dependente da atividade de
células regulatérias.

Na leishmaniose cutdnea causada por Leishmania (Viannia) braziliensis
observa-se a presenca de uma populacdo TCD4'CD25" expressando GITR,
CTLA-4 e FoxP3 nas lesdes de pacientes, capazes de suprimir in vitro a
proliferacao de células T, bem como de produzir grandes quantidades de IL-10 e
TGF-B, atuando no controle da funcdo de células T no sitio da infeccao
(Campanelli et al., 2006). Na tuberculose humana, Guyot-Revol et al. (2006)
observaram um numero aumentado de células T regulatérias na circulacao
periférica de pacientes com a doengca ativa, em comparagcdo a individuos
saudaveis, assim como o aumento da expressao do RNAm para IL-10 e TGF-$,
sendo que apds a deplecao ex vivo das células T regulatérias em culturas foi
observado o aumento da producéo de IFN-y.

Como mencionado, as células T regulatérias também apresentam um papel
importante no controle da reacao inflamatéria exacerbada. Na esquistossomose
mansoOnica experimental essas células se mostram capazes de conferir resisténcia

a doenca, prolongando a sobrevivéncia dos animais infectados (Hesse et al.,
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2004). Também foi observada a atividade reguladora destas células na
leishmaniose reduzindo o tamanho e carga parasitaria nas lesées (Xu, D. et al.,
2003).

Além do seu papel na resposta imunoldgica em doencas infecciosas, as
células regulatérias apresentam papel preponderante no controle da resposta em
doencas autoimunes (Costantino et al., 2008; Piccirillo, 2008). Em modelos
experimentais, a transferéncia de células CD4"CD25" impede o desenvolvimento
da tireoidite em ratos BB, que desenvolvem a doenga espontaneamente e que,
embora apresentem quantidades normais de células CD4"CD25"Foxp3* no timo
apresentam numeros reduzidos dessas células na periferia. Na asma experimental
a transferéncia de células regulatérias também é capaz de suprimir a doenga, ao
passo que a deplecao dessas células leva ao desenvolvimento de uma doenca
mais grave (Burchell et al., 2008).

Ainda nao estao totalmente estabelecidos os mecanismos que levam a
expansao de células regulatérias naturais ou a geragao de células regulatérias
induzidas. O TGF-B parece uma importante citocina para a inducao periférica de
células com carater regulador (Levings et al., 2002; Chen et al., 2003; Liu et al.,
2008). Outro mecanismo provavel é a producao de cinureninas através da quebra
do triptofano pela enzima Indoleamina 2,3-Dioxigenase (IDO). A IDO é uma
enzima bastante expressa por células dendriticas plasmocitoides, que sao
capazes de converter células CD4'CD25 em células CD4*CD25'Foxp3*. O
mecanismo para a inducdo dessa populacdo por células dendriticas
plasmocitdéides foi recentemente elucidado através de experimentos que

demonstraram a necessidade da acao da enzima IDO para a geragao de células
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regulatérias (Chen et al, 2008). Além da IDO tém sido descritos outros
mecanismos pelos quais células dendriticas induzem células regulatérias. No
intestino células dendriticas na presenca de &cido retindico inibem a diferenciacao
de células Th-17 e promovem a conversdo de células CD4* em células Foxp3*
com carater supressor (Mucida et al., 2007).

Recentemente Sutmuller et al. (2006) demonstraram que o receptor do tipo
Toll-2 (TLR2) apresenta um papel de extrema importdncia na indugdo de
expansao e no controle das funcbes de células T regulatérias (Sutmuller et al.,
2006). Na infeccao experimental por Candida albicans, foi demonstrado que a
auséncia do TLR2 (nocaute) gerou uma resisténcia a infec¢ao pelo fungo, e que
essa resisténcia estava associada a diminuicdo do numero de células T
regulatérias naturais e consequentemente da liberacdo de IL-10 (Netea et al.,
2004).

Como mencionado, existe um Unico trabalho relatando a participacao das
células T regulatérias na paracoccidioidomicose humana (Cavassani et al., 2006).
Contudo, ainda nao foi demonstrado por meio de qual mecanismo essas células
exercem suas funcbes e se apods o tratamento antifungico efetivo ha uma
diminuicdo no numero e funcdo dessas células, como sugere a recuperacao da
capacidade de resposta imunoldgica dos pacientes. Dessa forma, temos como
hipoétese que a supressao da resposta imunoldgica celular em pacientes com
paracoccidioidomicose possa ser mediada, ao menos em parte, pela presenca de
um numero elevado de células regulatérias naturais na circulacao periférica dos
pacientes com paracoccidioidomicose, que estariam atuando por meio de

mecanismos a serem elucidados. Estes mecanismos de supressao poderiam estar
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comprometendo em maior ou menor grau a resposta imunoldgica nas formas
adulta e juvenil da doenca, condicdo que deve ser revertida com o tratamento

efetivo da infecgao.
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2
2.1

OBJETIVOS E ABORDAGEM EXPERIMENTAL
Objetivos

Avaliar a possivel participagdo das células T CD4*CD25" na supressado da

resposta imunolégica observada em pacientes com paracoccidioidomicose antes e

apds o tratamento antifungico, assim como avaliar possiveis mecanismos pelos

quais essa supressao € exercida.

2.2 Abordagem Experimental

Verificar se ocorre aumento do nimero de células T CD4*CD25" na circulagdo
periférica de pacientes com paracoccidioidomicose ativa, em comparacao a
individuos saudaveis, por meio da fenotipagem de células utilizando
marcadores de superficie (CD25, GITR, CD38, CD103, CD62L, TGF-B1) e
intracelulares (FoxP3 e CTLA-4) por citometria de fluxo, assim como por meio
da analise da expressao génica de FoxP3 por Q-RT-PCR.

Determinar se o tratamento efetivo da doenca leva a alteragées no niamero e
no fendtipo das células regulatérias circulantes (conforme mencionado no item
anterior).

Avaliar a atividade supressora das células T CD4"CD25" isoladas de pacientes
com a doenga ativa, apds o tratamento efetivo e controles saudaveis, por meio
de testes de proliferacdo celular, bem como se o0 mecanismo envolvido na

supressao depende ou nao de contato intercelular.
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- Avaliar (in vitro) os possiveis mecanismos utilizados pelas células regulatérias
para mediar a supressdao da resposta imunoldgica celular, por meio da
dosagem de citocinas em sobrenadante de cultura (TGF-B, IL-10, IFN-y e IL-2)
em células estimuladas ou ndo com ConA e cAg (antigeno celular de P.
brasiliensis), depletadas ou néo de células T regulatérias.

- Avaliar o papel das citocinas supressoras IL-10 e TGF-B na supressao da
resposta proliferativa exercida pelas células T regulatérias, por meio do uso de

citocinas recombinantes e anticorpos anti-citocinas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Casuistica

Foram incluidos nesse estudo pacientes com a forma juvenil (FJ) e adulta
(FA) da PCM, atendidos nos ambulatérios de pneumologia, moléstias infecciosas
e de dermatologia do Hospital das Clinicas da UNICAMP. Foram considerados
pacientes do grupo “doencga-ativa” (DA) aqueles incluidos antes do inicio (pos-
diagnostico) ou no maximo com 1 més de tratamento, que ainda apresentavam
sintomas e exames compativeis com paracoccidioidomicose em atividade. Os
pacientes do grupo tratado (DT), foram selecionados dentre aqueles que estdo ha
pelos menos 3 meses sem tratamento, e que ndo apresentam nenhum sintoma ou
exame laboratorial indicativo de doenga em atividade. Os individuos do grupo
controle (C) foram selecionados na zona endémica de Campinas, principalmente
no Bairro de Barao Geraldo (fazendas e hortas), préximo ao campus da UNICAMP
e que apresentaram resultado negativo para o teste de hipersensibilidade tardia
para antigenos fangicos. O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa
da Faculdade de Ciéncias médicas da Unicamp e aprovado (parecer n® 584/2006,
CAAE: 0462.0.146.000-06) e todas as coletas foram feitas com o consentimento
de pacientes e individuos controles conforme termo de consentimento (ver item

8.3 em “Anexo”).
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3.2 Obtencao do antigeno celular de P.brasiliensis (cAg)

Células leveduriformes (cepa B339) obtidas apds 7 dias de crescimento em
meio Fava-Neto, serdo homogeneizadas por 1 minuto em banho de gelo,
sonicadas em 3 ciclos de 1 minuto e incubadas por uma noite a 4°C, sob
agitacao lenta e continua. A mistura sera entdo centrifugada a 10.000 RPM
por 30 segundos a 4°C. O sobrenadante obtido sera dializado por 24h em
tampao Tris-HCI 0.02M (pH 8.1) com 2 trocas e a preparacao obtida (cAg)
sera avaliada quanto ao conteudo protéico pelo método de Bradford e

caracterizada por gel de poliacrilamida e coloracao pela prata.

3.3 Determinacao da porcentagem e do fenétipo de células T

CD4*'CD25" no sangue periférico por citometria de fluxo

Para a determinacdo da porcentagem e do fenétipo das células T
CD4"CD25" presentes no sangue periférico dos pacientes (com doenca ativa ou
tratados) e do grupo controle foi utilizada a técnica de citometria de fluxo, em
amostras de sangue total. Para isso, 1 mL de sangue total foi misturado com 2 mL
de tampéao de lise de hemacias (FACs Lysing solution-BD), incubando-se por 10
minutos a temperatura ambiente. Apds a incubacgao, o tubo foi centrifugado (1250
rom por 10 minutos a 4°C) e o sobrenadante descartado, o “pellet” de células foi
entdo ressuspendido em 500 uL de tampéao de diluicao (PBS-BSA (0,1%)-NaNs

(0,2mM)). Apds esse procedimento, 50 uL da suspensdo de células foram
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distribuidos em placas de 96 cavidades com fundo em U, contendo os anticorpos
para marcacao de superficie: anti-CD3 (FITC ou PE ou CyCh todos da marca
Caltag), anti-CD4 (FITC ou PE ou CyCh), anti-CD25 (PE ou Cych), anti-GITR
(FITC ou PE), anti-CD62L (FITC), anti-CD38 (FITC), anti-CD103 (PE), anti CCR5
(PE), anti CD95L (PE), anti CD95 (FITC), anti-TGF-B1 (LAP - biotinilado) e anti-
TLR2 (biotinilado), assim como os anticorpos utilizados como controle de isotipo,
diluidos no tampao de diluicdo. Apds 15 minutos de incubagcao a 4C no escuro,
foram adicionados 150 uL de tampéao de diluicdo, centrifugando-se por 10 minutos
a 1250 rpm a 4C. O sobrenadante foi desprezado, as células ressuspendidas
(vortex), adicionando-se 200 uL de tampado de diluicdo, seguido de nova
centrifugacao (10 minutos a 1250 rpm a 4<C). Ap6s o descarte do sobrenadante,
as células marcadas com anticorpos biotinilados foram ressuspendidas e
incubadas com estreptavidina marcada com PE por 15 minutos a 4°C no escuro.
Apos a incubacao foi feita uma lavagem com 150 uL do tampéao de diluicdo. Em
seguida as células foram ressuspendidas, sendo adicionados 200 uL de
formaldeido 2%, seguido de incubacao a temperatura ambiente por 20 minutos. A
placa foi centrifugada novamente (10 minutos a 1250 rpm a 4<C), o sobrenadante
descartado e as células ressuspendidas em 200 uL de tampao de diluicao. Apos
nova centrifugacédo, foram adicionados 150 puL do tampao de permeabilizagao
(PBS-Saponina (0,5%) - PBS-S), misturando-se cuidadosamente e incubando-se a
TA por 10 minutos. Apos a centrifugacao foram incluidos os anticorpos anti-FoxP3
(Biolegend) e anti-CTLA-4 (BD Pharmigen) marcados com PE, diluidos em PBS-S,

incubando-se por 30 minutos a TA no escuro. Apd6s a incubagdo foram
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adicionados 150 uL de PBS-S, seguido de centrifugacdo. As células foram
ressuspendidas novamente em PBS-S (150 uL) e novamente centrifugadas. A
seguir foram colocados 200 uL de tampao de diluicdo e a placa centrifugada (10
minutos a 1250 rpm a 4<C), as células foram entéo r essuspendidas em 300 uL de
PBS-formaldeido 2%. Ap6s a transferéncia para tubos apropriados, a leitura foi
feita em citébmetro de fluxo (FACScalibur/Becton & Dickson). Para cada amostra
um minimo de 100.000 eventos foram adquiridos. A analise dos resultados foi
executada em programa especifico (FSC Express v.3.00.0320 — De Novo
Software), sendo analisada a porcentagem de células positivas, assim como a
Média de Intensidade de Fluorescéncia (“Mean Fluorescence Intensity” - MFI) de

cada marcador, conforme a estratégia exemplificada na figura abaixo (figura I).
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Figura 3.1: Estratégia utilizada para a andlise da expressao de marcadores especificos
em células CD4*CD25" e CD4"CD25". Em um primeiro momento foi gerado um grafico do
tipo dot-plot, no qual a populagdo de linfécitos foi determinada de acordo com as suas
caracteristicas de dispersdo quanto aos parametros de tamanho (FSC) e complexidade
citoplasmatica (SSC) (A), sendo entdo delimitada a regiao R1 (linfocitos). A partir desse
gréfico foi gerado outro “dot-plot” no qual foi visualizada a marcacao de células com os
anticorpos anti-CD4 e anti-CD25 (B). Nesse grafico foram entdo delimitadas as
populacdes de células CD4*CD25" (R2) e CD4" CD25 (R3). Para a analise final foram
gerados novos graficos a partir da combinacao das regides R1 € R2 ou R1 e R3, nos
quais se analisou a expressao dos demais marcadores: FoxP3, CTLA-4, GITR, LAP-1,
cbhe2L, TLR-2, CD38, CD95, CD95L, CD103 e CCR5 (na figura acima estao
representados o0s resultados obtidos para expressdo de CD62L. Os resultados finais
foram expressos como a porcentagem de células positivas para cada parametro.
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3.4 Separacao de células mononucleares do sangue periférico
(CMSP)

As células mononucleares foram separadas do sangue periférico (coletado
por puncao venosa em tubos contendo heparina sddica) por meio de gradiente de
Ficoll-Hypaque. Ap6s a coleta, o sangue foi transferido para tubos de 15 mL
contendo uma solucao de Ficoll-hypaque (GE HealthyCare 5 mL) e centrifugado a
2300 rpm durante 30 minutos. A fracdo contendo as CMSP foi coletada e as
células submetidas a duas lavagens com PBS (1250 rpm, por 10 minutos a 4°C).
As células foram ressuspendidas em meio de cultura RPMI e contadas em camara

de Neubauer.

3.5 Separacao magnética da populacdao CD4*CD25"

As células T CD4"CD25" foram separadas das CMSP de acordo com a
expressao de marcadores de superficie, por meio de separagdo imunomagnética.
Apbs a contagem, as CMSP foram contadas e ressuspendidas (1 x 107 células)
em 80 uL de tampao de separacao (PBS-BSA (0,5%)-EDTA (2mM) — PBS-B-E),
sendo submetidas em uma primeira etapa a deplegcdo de células CD4 negativas,
por meio da incubagdo com uma mistura de anticorpos biotinilados (anti-CD8, anti-
CD14, anti-CD16, anti-CD19, anti-CD36, anti-CD56, anti-CD123, anti-TCRY/3, anti-
glicoforina A, Miltenyi Biotec), por 10 minutos a 4°C. Ap6s a incubacao foi
adicionado o anticorpo anti-biotina acoplado a esferas magnéticas e as células
foram incubadas por 15 minutos a 4°C. As células foram entédo lavadas (em 10 mL
de PBS-B-E a 300 x g, por 10 minutos a 4°C), ressuspendidas em 500 uL de

tampédo e passadas em coluna de separagdo magnética (colunas LD, Miltenyi
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Biotec). A fragdo nao retida pela coluna (selecdo negativa de células CD4") foi
coletada, centrifugada (300 x g por 10 minutos a 4°C), ressuspendida em 90 uL de
tampao (PBS-B-E) e incubada com anticorpo anti-CD25 acoplados a esferas
metdlicas por 15 minutos a 4°C. Ap6s a incubacado, as células foram lavadas
novamente e ressuspendidas em 500 puL do tampéao e passadas em colunas para
separagao positiva (colunas LS). Apds a separacdao foram obtidas 2 fracgoes:
células CD4"CD25 e células CD4"CD25", que foram contadas e tiveram a
viabilidade estimada pela coloragdo com azul de tripan. Os resultados obtidos
através da separacao acima descrita estao abaixo exemplificados como resultados
tipicos de uma separacao imunomagnética, analisada por citometria de fluxo. De
maneira geral obtivemos populacdes celulares com pureza variando de 90-95%

(exemplos na figura 3.2).
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Figura 3.2 - “Dot-plots” representativos da andlise por citometria de fluxo da composicao
celular de CMSP antes (A) e apés o procedimento de separagao imunomagnética (B e C).
A) Andlise da porcentagem de células CD4*CD25" (quadrante superior-direito) em CMSP
antes da separacdo. B) Andlise da porcentagem de células CD4'CD25" (quadrante
superior-direito) apbés a separacdo. C) Andlise da porcentagem de células CD4*CD25
(quadrante superior-direito) apds a separacdo. Os numeros nos graficos representam a
porcentagem de células positivas em cada quadrante.
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3.6 Marcacao das células com CFSE

As células mononucleares de sangue periférico e as populagdes celulares
separadas previamente foram ressuspendidas em 1 mL de PBS e incubadas
durante 5 minutos com CFSE (concentracéo final de 1,5 uM/mL, Sigma Aldrich) e
a seguir a reacado foi interrompida pela adicdo de solucdo contendo soro fetal
bovino (RPMI-SBF 10%). As células foram centrifugadas a 1250 rpm durante 10
minutos, ressuspendidas em PBS e novamente centrifugadas (1250 rpm por 10
minutos a 4°C). Apd6s a marcacdo, as células foram utilizadas para avaliar a
atividade regulatoéria das células CD4*CD25" sobre as outras populagdes por meio

da inibicao de proliferacéo.

3.7 Avaliacdao da atividade supressora das células T CD4'CD25"
(inibicao da proliferacao) em coculturas convencionais e em

sistema “transwell”

Foram realizadas coculturas para a avaliagdo do papel supressor das
células CD4"CD25" sobre a proliferacdo de linfécitos T CD4". Para isso as CMSP
alogénicas ou células T CD4*CD25  autélogas obtidas conforme descrito acima e
marcadas com CFSE, foram estimuladas com concanavalina A (5 ug/mL, Sigma
Aldrich) ou antigeno celular de P. brasiliensis (cAg — 10ug/mL — somente células T

CD4'CD25 autélogas) por 96 horas na presenga ou auséncia das células
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CD4"CD25" ou células CD4"CD25 (obtidas dos diferentes grupos de individuos)
em diferentes proporgoes (1:2, 1:4 e 1:10). Apds esse periodo, as células foram
coletadas e marcadas com anticorpos anti-CD4 (CyCh) conforme descrito acima e
submetidas a analise em citbmetro de fluxo. A proliferagéo foi avaliada de acordo
com a diminuicdo da intensidade de fluorescéncia do CFSE obtido em cada
amostra (conforme exemplificado na figura 3.3 abaixo). Para avaliar se o contato
intercelular € importante para a supressao da proliferagao, foram feitas coculturas
com as mesmas condigcdes, mas com as células CD4"CD25" ou CD4'CD25

mantidas em sistema “transwell” (placa de 96 po¢cos Nunc, membrana de 0,4 um).
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Figura 3.3 Pagina anterior: Estratégia utilizada para analisar o fenétipo de células T com
atividade supressora no sangue periférico. A regido de linfécitos (em repouso ou blastos -
em vermelho 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) com a andlise das fluorescéncias (anti-CD4 — CyCh e CFSE), no qual
as populagdes de células T CD4" (em azul) e T CD4 (em verde) foram selecionadas pela
delimitacdo de outras regides. Por meio da combinacao das regides de linfécitos e das
células T CD4" ou T CD4 foram gerados histogramas (C e D respectivamente) nos quais
foram analisadas as porcentagens de células em proliferagcéo (regiao M2). No “dot-plot” B
€ possivel observar as células ndo marcadas com CFSE (células TCD4*CD25" ou
TCD4°CD25 efetoras provenientes de pacientes ou controles normais, que nao foram

incluidas na analise de proliferacao).

3.8 Avaliacao da participacao da producao e consumo de citocinas na

inibicao da proliferacao mediada por células T CD4*CD25".

Para avaliar qual o papel desempenhado pelas citocinas na supressao da
resposta mediada pelas células T CD4'CD25" na proliferacdo de CMSP
alogénicas, ap6s a separagdo as CMSP foram cultivadas na presenca ou na
auséncia de células CD4"CD25" e foram tratadas com citocinas recombinantes
(IL-10 — 2 ng/mL e TGF-1 ng/mL, isoladamente ou combinadas e com IL-2 —
0,5ng/mL todos da marca Peprotech) ou com anticorpos neutralizantes (anti-TGF-
B 1—1ng/mL e anti-IL-10 - 2 pg/mL, R&D Systems, isoladamente ou combinadas
e anti-IL.-2 100ng/mL ou anti-CD25 —1ug/mL - Peprotech) e avaliadas quanto a

proliferacdo (conforme descrito no item anterior).
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3.9 Avaliacao da producao de citocinas em sobrenadantes de culturas

Para avaliar se a presenca de células CD4"CD25" influencia na producéo
de citocinas em culturas de CMSP alogénicas ou em culturas de células
CD4'CD25', foram realizadas culturas para a producdo de sobrenadantes. Para
isso 2 x 10° células/mL de CMSP ou células T CD4*CD25 foram cultivadas por 48
horas, estimuladas ou ndo com ConA (5 pg/mL) ou cAg (antigeno celular de P.
brasiliensis - 1ug/mL), na presenga ou auséncia de células T CD4"CD25". Apés
esse periodo os sobrenadantes foram coletados, centrifugados e armazenados a -
80°C até o momento da dosagem de citocinas. A dosagem de citocinas (IL-10 e
TGF-B1) foi realizada por meio de ELISA (kits DuoSet, R&D Systems) conforme as

especificagdes do fabricante.

3.10 Avaliacao da expressao génica de FoxP3, IL-10 e TGF-B

3.10.1 Extracao do RNA total e sintese de cDNA.

O RNA total de parte (2x10° células) das PBMC obtidas ex vivo foi extraido
utilizando-se o reagente Trizol (Invitrogen) conforme instrucbes do fabricante e
quantificado por meio de espectofotometro (Nanodrop —Thermo Scientific) com
leituras a 260 e 280 nm. As amostras de RNA foram entdo tratadas para a
remocado 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 tampé&o 10x concentrado e 1uL de DNAse (Ambion). Ent&o foi
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adicionado 0,3uL de EDTA pH 8.0 - 0,5M e as amostras foram incubadas por 10
minutos a 75°C para remogao da atividade enzimatica da DNAse.

Para a sintese do cDNA, ao RNA tratado foi adicionado 1uL de oligo dT12-1s
e 1uL de “primers” randémicos (Applied Biosystems). A mistura foi aquecida a
70C por 10 minutos e resfriada rapidamente em gelo . A seguir foram adicionados
18 uL de um “mix” composto por: 10 uL de tampao de sintese; 2,5 uL de dNTP
(10mM); 5 uL de DTT (0,1M) e 0,5 uL de superscript R/T Il (200U/uL -
(Invitrogen)). A mistura foi entdo incubada a temperatura ambiente por 10
minutos, e a seguir a 40C por 50 minutos. A ativid ade enzimatica foi removida
incubando-se a 90<C por 5 minutos, seguido por incu bacao a 4C por 5 minutos. A
mistura foi centrifugada rapidamente, adicionando-se 1 pL de RNase humana,
incubando-se a 37<C por 20 minutos, para a remogao das moléculas restantes de

RNA. As amostras foram armazenadas a -80C até o mo mento do uso.

3.10.2 Q-RT-PCR

O Q-RT-PCR foi realizado em equipamento de andlise em tempo real
StepOne (Applied Biosystems, California, USA) utilizando metodologia com
corante intercalante SybrGreen. Em cavidades de placas de 100uL foram
adicionados 3 uL de cDNA (ou de agua no caso do controle negativo), 1 uL do
primer sense e 1 uL do primer anti-sense previamente diluidos na concentragao de
80 pM (previamente titulados) e 5 puL do master mix, contendo dNTP, Taq
polimerase, MgCly, SybrGreen, e tampao (Absolute SYBRGreen RT-PCR mix,

Applied Biosystems). As amostras foram colocadas no aparelho de PCR em
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tempo real e submetidas a 40 ciclos de amplificacdo: 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 reacao foi elaborada uma curva
de “melting” (aquecimento gradual da amostra amplificada 60° C a 95°C, com
incremento de 0,3°C) na qual € possivel observar a formacao de apenas um tipo
de “amplicon”. Os resultados foram analisados quanto a expressao do gene de
interesse (FoxP-3, IL-10 e TGF-B) de cada amostra, utilizando como gene
normalizador Ubiquitina (UBC). Os resultados sdo expressos como concentracao
relativa obtida por meio do calculo do AA CT de cada amostra (Livak e Schmittgen,
2001). Primers para Foxp3: (sense: 5'-GAA ACA GCA CAT TCC CAG AGT TC-3;
anti-sense: 5-ATG GCC CAG CGG ATG AG-3'); primers para UBC: (sense: 5-
ATT TGG GTC GCG GTT CTT G-3'; anti-sense:5-TGC CTT GAC ATT CTC GAT
GGT -3'); IL-10 (sense: 5 — GGC CAG GGC ACC CAG TCT -3)); (anti-sense:
TCG AAG CAT GTT AGG CAG GTT) e TGF-B: (sense:5-TGA GGG CTT TCG
CCT TAG C-3’); (anti-sense: CGG TAG TGA ACC CGT TGA TGT-3') todos
obtidos da MGW.

Os resultados das padronizagdes das concentracbes de primers e da
eficiéncia das reagdes para cada um dos genes analisados estdo demonstrados

no item apéndice.

3.11 Analise estatistica
A comparacao da variacao dos diversos parametros nos diferentes grupos

analisados foi realizada com o teste de ANOVA com pés-teste de Bonferroni. Para
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a comparagao de dois grupos foi utilizado o teste t de student. Quando foram
realizados testes comparando diferentes tratamentos para uma mesma amostra
foram utilizados os testes de ANOVA para medidas repetidas ou teste t pareado.
Os testes foram realizados com o software SigmaStat v1.0 (Jandel Corporation) e

foram considerados significantes os resultados com valores de p < 0,05.

Material e Métodos 51



Resultados




4 RESULTADOS

4.1 Avaliacao da porcentagem de células CD4°CD25" presentes no sangue
periférico.

Como pode ser observado na figura 4.1 abaixo, a partir da anadlise por
citometria de fluxo do sangue periférico dos diferentes grupos incluidos no estudo,
pacientes com paracoccidioidomicose ativa (DA) apresentam uma maior
porcentagem de células T CD4*CD25" quando comparados a pacientes tratados

(DT) ou controles normais.
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Figura 4.1 — Andlise por citometria de fluxo da porcentagem de células CD4*CD25"
presentes no sangue periférico (ex vivo) de individuos com paracoccidioidomicose ativa
(DA — n=14), tratados (DT — n=13) e controles normais (C — n=13). A regido analisada foi
determinada por tamanho e granulosidade (FSC / SSC) como sendo a regiao de linfocitos.
Dados expressos como média + SEM. Teste estatistico: ANOVA com pos-teste de
Bonferroni — os valores de p estdo destacados no grafico.
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Dado que células CD4* que expressam o receptor para IL-2 (CD25) podem
ser células convencionais ativadas, a populagdo CD4*CD25" foi avaliada quanto a
expressdao de Foxp3. Na figura abaixo (figura 4.2) é possivel notar uma
porcentagem significativamente maior de células Foxp3* dentre as células
CD47CD25" de pacientes com a doenga ativa em comparacédo aos individuos do
grupo controle. A expressao desse marcador tende a diminuir com o tratamento da
doenca e melhora clinica do paciente, embora n&o haja diferencas
estatisticamente significativas entre o grupo DA e DT, observa-se uma tendéncia

indicando uma queda no numero de células CD4"CD25" Foxp3" nos pacientes

tratados.
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Figura 4.2 — Andlise por citometria de fluxo da porcentagem de células CD4*CD25"
Foxp3* do sangue periférico (ex vivo) de individuos com paracoccidioidomicose ativa (DA
— n=14), tratados (DT — n=13) e controles normais (C — n=13). A regido analisada foi
determinada por tamanho e granulosidade (FSC / SSC) como sendo a regiao de linfocitos.
Dados expressos como média + SEM. Teste estatistico: ANOVA com poés-teste de
Bonferroni — os valores de p estdo destacados no gréfico.
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4.2 Analise da expressao do RNA mensageiro para FoxP3 em células
mononucleares do sangue periférico (ex vivo) de individuos com
paracoccidioidomicose ativa e controles normais.

Com o intuito de confirmar 0 aumento do numero de células regulatérias na
circulagdo periférica de individuos com paracoccidioidomicose ativa utilizamos a
metodologia de quantificagédo relativa de RNA mensageiro por PCR em tempo real
(Q-RT-PCR). Na figura abaixo (figura 4.3) pode se observar que os individuos
apresentando paracoccidioidomicose ativa (DA) apresentam em média uma
expressao relativa 4 vezes maior do RNA mensageiro para FoxP3 do que aquela
observada no sangue periférico de individuos controle e pacientes apds o
tratamento antifungico efetivo. Esses dados confirmam os resultados obtidos por

citometria de fluxo.
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Figura 4.3 — Andlise da expressao relativa (2*°") do RNA mensageiro para FoxP3 em
células mononucleares do sangue periférico (ex vivo) de individuos controle (C — n=10)
ou de pacientes com paracoccidioidomicose ativa (DA — n=10) ou tratada (DT — n=7) . Os
valores foram normalizados pela expressdo do RNA mensageiro do gene da Ubiquitina
(UBC). Teste statistico: ANOVA com pos-teste de Bonferroni, os valores de p estao
destacados no grafico.
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4.3 Caracterizacao fenotipica das células CD4'CD25" e CD4'CD25
presentes no sangue periférico de pacientes com

paracoccidioidomicose e controles normais.

Com o intuito de melhor caracterizar a populagdo de células CD4*CD25"
encontrada no sangue periférico de pacientes e controles, foram avaliadas a
expressao de marcadores relacionados e expressos por células T regulatorias
como o CD152 (CTLA-4), CD38, GITR, CD62L, LAP-1 (TGF-B de superficie), TLR-
2, CD95, CD95L, CD103 e CCR5. A analise dos diferentes parametros foi
realizado conforme exemplificado em materiais e métodos. Os resultados
demonstraram que as células CD4'CD25" (independentemente do grupo
analisado) apresentam uma maior expressao de marcadores relacionados as
células T regulatérias do que a populagdo CD4'CD25, confirmando assim a
natureza dessa populacdo. Quando a expressao desses diferentes marcadores foi
comparada entre os grupos analisados, pudemos observar que as células
CD4*CD25" de pacientes com a doengca ativa (DA) apresentam uma maior
expressao de CD38, CD95L, CD152 (CTLA-4) e GITR do que as células de
pacientes tratados (DT) ou do grupo controle (C) figura 4.4A. Em relagdo aos
outros marcadores foi observada expressdo aumentada de LAP-1 (TGF-f de
superficie) em células de pacientes com a doenca ativa (DA) somente em
comparagcao aos controles, e expressdo aumentada de TLR-2 nesse grupo em
relagdo aos pacientes tratados. Nao observamos diferengas estatisticas em

relagcdo aos outros marcadores, mas como mencionado, foi possivel observar uma
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maior expressao, principalmente de CD103, CD95 e CCR5, nas células

CD4*CD25" (figura 4.4A) do que nas células CD4*CD25" (figura 4.4B).
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Figura 4.4 — Andlise por citometria do fenétipo de células CD4*CD25" (A) ou CD4*CD25
(B) no sangue periférico (ex vivo) de individuos com paracoccidioidomicose ativa (DA —

n=14), tratados (DT — n=13) e controles normais (C — n=13). A porcentagem dos
marcadores (CD62L, GITR, CD38, CD95, CD95L, CD103, CD152 (CTLA-4), LAP-1 (TGF),
TLR-2 e CCR5) nas duas populacdoes de células foi realizada conforme descrito em

material e métodos.Teste estatistico: ANOVA com pés-teste de Bonferroni - *p<0,05.
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4.4 Avaliacao da atividade supressora de células CD4*CD25" de pacientes
com paracoccidiodomicose e controles normais.

Para avaliarmos a atividade supressora das células CD4*CD25" e
CD47CD25 obtidas dos diferentes grupos incluidos no estudo, foram realizadas
coculturas de CMSP alogénicas (doadores normais) estimuladas com
concanavalina A e células CD4"CD25" e CD4'CD25" provenientes de pacientes
com a doenca ativa (DA) ou tratada (DT) e controles normais (C). As CMSP foram
previamente marcadas com CFSE e estimuladas por 96 horas, apés este tempo,
as células foram marcadas com anticorpos para imunofluorescéncia (anti-CD4) e
analisadas em citbmetro de fluxo. A analise da proliferagdo das CMSP foi
realizada nas duas populacgoes, células T CD4" e CD4 (figura 4.5). Os resultados
obtidos foram expressos como porcentagem de células em proliferacao, avaliados
pela diminuicdo na intensidade de fluorescéncia do CFSE conforme descrito em

materiais e métodos.

Como pode ser observado na figura abaixo (figura 4.5) as células
CD4*CD25" provenientes de todos os grupos analisados (DA, DT e C), foram
capazes de inibir a proliferacao tanto da fragcdo de células T CD4" (figura 4.5A),
como da fracdo T CD4  (figura 4.5B) das CMSP alogénicas estimuladas com o
mitégeno concanavalina A (ConA). Também pudemos observar que essa
supressao foi dependente do nimero de células CD4*CD25", ou seja, foi mais
evidente quando se utilizou uma maior propor¢do de células regulatérias em

relacdo as CMSP (razdo 1:2 = 1 célula CD4"CD25": 2 CMSP).
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Figura 4.5 — Analise da resposta proliferativa da populacéao de células T CD4+ (A) ou T
CD4- (B), provenientes de CMSP de doadores normais na presenga de células
CD4*CD25 ou CD4'CD25" alogénicas provenientes de controles normais (n=9), e
pacientes apresentando paracoccidioidomicose ativa (n=5) ou tratada (n=6). As CMSP
alogénicas foram cultivadas sem estimulo (S.E.) ou estimuladas com concanavalina A
(ConA — 5 ug/mL) na presenga ou ndo de um nimero variavel de células CD4*CD25" e
apdés 96 horas de cocultura coletadas e marcadas com anti-CD4. Os dados estéo
expressos como a porcentagem de células que sofreram proliferacao dada pela queda da
intensidade de fluorescéncia emitida pelo CFSE. Teste estatistico: ANOVA para medidas

repetidas - *p<0,05 em relacao as células estimuladas com ConA.
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Com o intuito de analisar a atividade direta de células CD4*CD25" sobre a
proliferacdo de células CD4* autélogas frente a estimulos inespecificos ou
antigeno-especifico, realizamos coculturas de células CD4*CD25 com diferentes
proporcoes de células CD4*CD25" autdlogas e as estimulamos com
Concanavalina (ConA) ou com o antigeno celular de P. brasiliensis (cAg) (figura

4.6).

Os resultados mostraram que as células CD4°CD25 dos trés grupos
analisados apresentam o mesmo potencial de resposta proliferativa quando
estimuladas com ConA e que na presenca de células CD4'CD25" essa

proliferacao foi inibida, em uma maneira dependente do numero (figura 4.6A).

Em relagdo a proliferagdo de células CD4*CD25 frente ao estimulo
especifico dado pelo antigeno celular de P. brasiliensis, pudemos observar que
somente células de pacientes (doenca ativa ou tratada) apresentam aumento da
proliferacdo em resposta a esse estimulo (comprovando a especificidade do
mesmo). Apesar de serem capazes de proliferar em resposta ao antigeno fungico,
as células de pacientes do grupo com a doenga ativa (DA) apresentam uma
resposta inferior aquela observada no grupo de pacientes tratados (figura 4.6B).
Também pudemos observar que a presenca de células CD4"CD25" autblogas é

capaz de inibir essa proliferagdo, em ambos os grupos (figura 4.6B).
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Figura 4.6 — Andlise da resposta proliferativa da populagao de células T CD4°CD25 na
presenca de células CD4*CD25" autélogas de controles normais (n=9) ou pacientes com
paracoccidioidomicose ativa (n=5) ou tratada (n=6). As T CD4'CD25 foram cultivadas
sem estimulo (S.E.) ou estimuladas com concanavalina A (ConA — 5 pug/mL — A) ou com o
antigeno celular de P. brasiliensis (B), na presenga ou ndao de um numero variavel de
células CD4*CD25". Apds 96 horas de cocultura as células foram coletadas e marcadas
com anti-CD4. Os dados estdo expressos como a porcentagem de células que sofreram
proliferagdo dada pela queda da intensidade de fluorescéncia emitida pelo CFSE. Teste
estatistico: ANOVA para medidas repetidas - *p<0,05 em relacdo as células estimuladas
com ConA (A) ou cAg (B); # *p<0,05 em relacao as células ndo estimuladas (S.E.- B).

Para comparar o efeito supressor das células CD4*CD25" provenientes dos
diferentes grupos analisados, transformamos os resultados obtidos com a
porcentagem de células em proliferagdo em porcentagem de inibi¢cdo. Para isso os

valores de proliferacdo obtidos na presenca de células CD4*CD25" em diferentes
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proporgdes foram divididos pelos valores de proliferagdo obtidos frente ao
estimulo inespecifico (ConA — figura 4.7A e 4.7B) ou frente ao antigeno celular de

P. brasiliensis (figura 4.7C), multiplicando-se o resultado final por 100.

Os resultados demonstraram que, de maneira geral, as células CD4*CD25"
provenientes de pacientes com a doenca ativa (DA) apresentam atividade
supressora mais intensa do que aquelas provenientes de individuos controle (C) e
pacientes com paracoccidioidomicose tratada (DT), principalmente quando
analisamos o efeito sobre a populacdo de células T CD4" das CMSP alogénicas
(figura 4.7A) e células CD4*CD25 autoélogas (figura 4.7C). Embora o efeito
supressor das células CD4"CD25", provenientes dos diferentes grupos, sobre a
populacdo de células T CD4 das CMSP alogénicas nao ter apresentado
diferencgas significativas na maioria dos casos, pudemos observar uma tendéncia a
maior atividade quando utilizamos células CD4"CD25" provenientes de pacientes

com paracoccidioidomicose ativa (DA) (figura 4.7B).
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Figura 4.7 (pagina anterior) — Andlise da porcentagem de inibigdo de proliferacao
exercida por células CD4°CD25" (em diferentes proporcdes 1:2, 1:4 e 1:10) provenientes
de pacientes apresentando paracoccidioidomicose ativa (n=5), tratada (n=6) ou controles
normais (n=9), sobre as populagbes de células T CD4" (A) e T CD4 (B) de CMSP
alogénicas ou sobre células T CD4"CD25 aut6logas estimuladas com ConA (C). Os
dados estdo expressos como a porcentagem de inibicAdo da proliferacdo. Para isso os
valores de proliferagcdo obtidos na presenca de células CD4°CD25" em diferentes
proporcoes foram divididos pelos valores de proliferagdo obtidos frente ao estimulo
inespecifico (ConA — A e B) ou frente ao antigeno celular de P. brasiliensis (C),
multiplicando-se por 100. Teste estatistico: ANOVA com pés teste de Bonferroni, os
valores de p estao destacados nos graficos.

4.5. Avaliacao da necessidade de contato intercelular para a atividade
supressora de células T CD4'CD25* de pacientes com

paracoccidiodomicose (sistema “transwell”).

Para avaliarmos se o mecanismo utilizado pelas células T CD4*CD25" para
exercer suas fungdes supressoras € dependente de contato foram realizados
experimentos nas mesmas condigdes descritas para a cultura convencional,
separando-se fisicamente as CMSP das células T CD4*CD25 ou T CD4"CD25*
através de um sistema “transwell” (membrana de 0,4 um). A proliferagcdo das
células T CD4" (figura 4.8) ou T CD4 (figura 4.9) de CMSP em coculturas
utilizando o sistema “transwell” foi entdo comparada com a proliferacdo observada
em coculturas nas quais as células foram mantidas em contato (sistema
convencional). Pudemos observar que quando separadas fisicamente, as células

T CD4"CD25" provenientes de controles normais (figura 4.8A e 4.9A) e pacientes
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com paracoccidioidomicose tratada (figura 4.8C e 4.9C) ndo sao capazes de inibir
a proliferacdo de células T CD4" (figura 4.8) ou CD4" (figura 4.9), apds o estimulo
com o mitégeno. Em relacdo as células T CD4"CD25" provenientes de individuos
com paracoccidioidomicose ativa a separagao reverteu apenas parcialmente, e
nas menores propor¢oes, a supressao observada nas coculturas convencionais, e
somente quando analisamos a populacdo de células T CD4" das CMSP (figura
4.8B). Em relacao as células T CD4" a separacéao pelo sistema “transwell” reverteu
completamente a atividade supressora das células CD4+CD25+ dos pacientes
com paracoccidioidomicose ativa (figura 4.9B). Pudemos observar também que a
separacao fisica das CMSP e células T CD4"CD25 provenientes dos todos os
grupos analisados nao teve nenhum tipo de efeito sobre a proliferagao das células

alogénicas.

Esses dados indicam que embora as células T CD4"CD25" de todos os
grupos analisados sejam capazes de inibir a proliferacdo de CMSP alogénicas, os
mecanismos utilizados pelas células de pacientes com a doenca ativa é, ao menos
em parte, diferente dos mecanismos utilizados pelas células T CD4"'CD25" de

controles ou individuos com a doenga tratada.
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Figura 4.8 — Andlise da resposta proliferativa da populagao de células T CD4" de CMSP
alogénicas ndo estimuladas (S.E.) ou estimuladas com concanavalina A (ConA) e
cocultivadas com diferentes quantidades de células T CD4°CD25" (1:2; 1:4 e 1:10)
provenientes de individuos controle (A — n=9), e de pacientes com paracoccidioidomicose
ativa (B — n=5) ou tratada (C — n=6), em condigbes convencionais (N) ou utilizando um
sistema “transwell” (TW). Os dados foram analisados como descrito em materiais e
métodos. Teste estatistico: Teste t pareado - *p < 0,05 em relagao as células estimuladas
com ConA; # p< 0,05 em relagdo as coculturas no sistema “transwell”.
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Figura 4.9 — Andlise da resposta proliferativa da populacéo de células T CD4 de CMSP
alogénicas ndo estimuladas (S.E.) ou estimuladas com concanavalina A (ConA) e
cocultivadas com diferentes quantidade de células T CD4°CD25" (1:2; 1:4 e 1:10)
provenientes de individuos controle (A — n=9), e de pacientes com paracoccidioidomicose
ativa (B — n=5) ou tratada (C — n=6), em condigbes convencionais (N) ou utilizando um
sistema “transwell” (TW). Os dados foram analisados como descrito em materiais e
métodos. Teste estatistico: Teste t pareado - *p < 0,05 em relagéao as células estimuladas
com ConA; # p< 0,05 em relagdo as coculturas no sistema “transwell”.
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Em relagdo a atividade supressora de células CD4'CD25" sobre células

CD4*CD25

os dados

ConA,

logas estimuladas com o mitégeno

auto

demonstraram que assim como para com as CMSP alogénicas, a utilizagdo do

sistema “transwell” ndo propiciou a inibicdo da proliferacdo com a utilizacao de

células provenientes de controles normais (figura 4.10A) e pacientes com

bservada em

a a supressao O

s

J

células de pacientes apresentando a doenca ativa mostrou apenas reversao

paracoccidioidomicose tratada (figura 4.10C).

parcial da supresséo (figura 4.10B).
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Figura 4.10 (pagina anterior) — Andlise da resposta proliferativa da populagao de células
T CD4" de CMSP alogénicas nao estimuladas (S.E.) ou estimuladas com concanavalina A
(ConA) e cocultivadas com diferentes quantidade de células T CD4°CD25" (1:2; 1:4 e
1:10) provenientes de individuos controle (A — n=9), e de pacientes com
paracoccidioidomicose ativa (B — n=5) ou tratada (C — n=6), em condi¢cdes convencionais
(N) ou utilizando um sistema “transwell” (TW). Os dados foram analisados como descrito
em materiais e métodos. Teste estatistico: Teste t pareado - *p < 0,05 em relacdo as
células estimuladas com ConA; # p < 0,05 em relacdo as coculturas no sistema
“transwell”.

4.6. Avaliacao do papel da producao de citocinas (IL-10 e TGF-B) e do

consumo de IL-2 na atividade supressora de células T CD4*CD25*

Como demonstrado no item anterior a atividade supressora de células T
CD4"CD25" provenientes de individuos com paracoccidioidomicose ativa €
apenas parcialmente dependente de contato intercelular. Dessa maneira
decidimos verificar se essa atividade € exercida por meio da produgéo de fatores
soluveis, como as citocinas supressoras IL-10 e TGF-B. Para isso, realizamos uma
série de experimentos utilizando o sistema de cocultura descrito anteriormente,
com a adicdo de anticorpos neutralizantes (anti-IL-10 e anti-TGF-3). Como pode
ser observado na figura abaixo (figura 4.11) a cocultura de células T CD4*CD25*
de controles normais e pacientes com CMSP alogénicas (razdo 1:2) inibiu
aproximadamente em 50% e 75% respectivamente a proliferagdo das CMSP.
Como descrito acima, a separagdo das células no sistema “transwell” reverteu
totalmente a inibicdo no caso do grupo controle, mas apenas parcialmente quando
foram utilizadas céluls de pacientes com a doenga ativa. Como esperdvamos a
adicao dos anticorpos neutralizantes no sistema “transwell” na presenca de células

T CD4*CD25" de controles normais nao teve efeito aditivo na reversao da inibicdo
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da proliferacao (figura 4.11 — lado esquerdo). Por outro lado, a adicdo dos
anticorpos (isolados ou combinados) juntamente com as células T CD4*CD25" de
individuos com a doenca ativa, teve efeito aditivo com o sistema transwell,
demonstrando que a produgdo dessas duas citocinas pode ser importante para a

atividade supressora dessas células nesse grupo de individuos (figura 4.11 — lado

direito).
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Figura 4.11 — Andlise da resposta proliferativa de CMSP alogénicas nao estimuladas ou
estimuladas com ConA na presenca de células T CD4°'CD25" provenientes de individuos
saudaveis (controle — n=5) ou pacientes com paracoccidioidomicose ativa (n=5) em
cultura convencional ou no sistema “transwell” na presenca de anticorpos neutralizantes
(anti-IL-10 e anti-TGF-B, sozinhos ou combinados). As condi¢des utilizadas estao
representadas na figura (+ indica a presengca e — a auséncia do estimulo). Teste
estatistico: Teste t pareado - * p< 0,05 em relagdo as células relacdo as CMSP
cocultivadas na presenca de células T CD4*CD25" no sistema “transwell”.
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Para confirmar os resultados descritos acima a respeito do papel da
producdo de citocinas supressoras (IL-10 e TGF-B) e do possivel consumo de
fatores de crescimento (IL-2) na atividade supressora exercida pelas células T
CD4*CD25" de pacientes com a doenga ativa, foram realizados outra série de
experimentos somente com esse grupo de individuos. Na figura abaixo (figura
4.12) é possivel observar que, nas culturas de CMSP estimuladas com ConA na
auséncia de células T CD4"CD25", a IL-10 (sozinha ou combinada com o TGF-B)
teve efeito supressor similar aquele observado nas coculturas com as células T
CD4*CD25*. A adicdo de TGF-B sozinho teve efeito similar, mas um pouco menor
aquele observado com o tratamento com a IL-10. Quando adicionamos o0s
anticorpos neutralizantes (anti-IL-10 e anti-TGF-p, sozinhos ou combinados) nas
coculturas de CMSP e células T CD4"CD25" pudemos observar uma reversao

total da supressao exercida pelas células regulatérias (figura 4.12).

Um dos possiveis meios de atuacdo de células regulatérias naturais € o
consumo de IL-2, citocina necessaria para a sobrevivéncia e desenvolvimento das
células CD4". Por esse motivo decidimos também investigar se a adicao de IL-2
recombinante ou o bloqueio da IL-2 poderiam resultar em modificagéo da taxa de
proliferacdo das células CD4" das culturas de CMSP. Observamos que a adi¢do
de IL-2 recombinante resultou em acentuado aumento na taxa de proliferacao
mesmo na presenga das células CD4*CD25" indicando que o consumo da IL-2 do

meio pode contribuir para a diminui¢cdo da proliferagédo das células CD4".
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A adicdo do anticorpo anti-IL-2 neutralizante nas culturas de CMSP
estimuladas com ConA, embora tenha diminuido significativamente a capacidade
proliferativa, o fez de maneira muito menos conspicua do que aquela observada
na presenca de citocinas supressoras. A adicdo de células CD4*CD25" tratadas
previamente com anticorpo bloqueador anti-CD25 teve efeito variavel dependendo
do paciente analisado, o0 que ndo possibilitou observamos diferencas

estatisticamente significantes (figura 4.12).
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Figura 4.12 — Analise da resposta proliferativa de CMSP alogénicas nao estimuladas (SE)
ou estimuladas com ConA na presenca de células T CD4'CD25" provenientes de
individuos com paracoccidioidomicose ativa (n=5), citocinas recombinantes (IL-10 e TGF-
B, sozinhas ou combinadas e IL-2) e anticorpos neutralizantes (anti-IL-10 e anti-TGF-,
sozinhos ou combinados e anti-IL-2 ou anti-CD25). As condi¢cbes utilizadas estéao
representadas na figura (+ indica a presenca e — a auséncia do estimulo). Teste
estatistico: Teste t pareado - * p< 0,05 em relagao as células estimuladas com ConA; # p<
0,05 em relacao as CMSP co-cultivadas na presenca de células T CD4°CD25".
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4.7. Avaliacao da expressao relativa do RNA mensageiro para IL-10 e TGF-$
em células mononucleares do sangue periférico de pacientes com

paracoccidioidomicose ativa e controles normais.

Como os experimentos mostrados no item anterior indicam que as células
regulatérias de pacientes com paracoccidioidomicose ativa possivelmente
exercem (ao menos parcialmente) seus efeitos supressores por meio da producao
de citocinas supressoras, decidimos verificar o nivel de expressdao do RNA
mensageiro para essas citocinas nas CMSP de pacientes e controles normais.
Para esse fim, realizamos a quantificacao relativa do RNA mensageiro para IL-10
e TGF-B por meio da metodologia de PCR em tempo real (Q-RT-PCR). Como
pode ser observado na figura abaixo (figura 4.13) os niveis de expressao do RNA
mensageiro para IL-10 s&o pelo menos 3 vezes maiores nos pacientes com a
doenca ativa (DA) do que os niveis encontrados em pacientes apos o tratamento
(DT) nos controles normais (C) (figura 4.13A). Em relacdo a expressao do RNA
mensageiro para TGF-f (figura 4.13B), observamos uma expressao 50 vezes nas
células de pacientes com a doenca ativa em relacao as células do grupo controle
(C). Embora nas células de pacientes com a doenca tratada o nivel de expressao
do RNA mensageiro para TGF-p seja menor no que nos pacientes com a doenca
ativa, pudemos observar que esse grupo de individuos ainda apresenta uma
grande producao dessa citocina em relacao ao grupo controle (cerca de 20 vezes)

(figura 4.13B).
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Figura 4.13 — Andlise da expresao relativa ( do RNA mensageiro para IL-10 (A) e

TGF-B (B) em células mononucleares do sangue periférico (ex vivo) de individuos controle
(C — n=5) ou de pacientes com paracoccidioidomicose ativa (DA — n=6) ou tratada (DT —
n=5). Os valores foram normalizados pela expressdao do RNA mensageiro do gene da
Ubiquitina (UBC). Teste statistico: ANOVA com pés-teste de Bonferroni — os valores de p
estao destacados no grafico.

4.8. Avaliacao da producao de IL-10 e TGF-B em culturas de células

Para avaliar o efeito da presenca de células T CD4'CD25" sobre a
produgdo de citocinas supressoras em coculturas de CMSP alogénicas e T
CD4'CD25 aut6logas, realizamos experimentos para a producdo de
sobrenadantes. Conforme descrito em material e métodos as células CD4*
autélogas ou CMSP alogénicas foram cultivadas durante 48 horas (estimuladas
com ConA e cAg, na presencga ou auséncia de células T CD4"CD25%) e ap6s esse
periodo o sobrenadante de cultura foi coletada para analise da producao de IL-10
e TGF-B. Conforme demonstrado no grafico abaixo em condicdo sem estimulo
ocorre pequena produgdo de IL-10 por células CMSP ou CD4*CD25 nos trés
grupo estudados. Quando estimuladas pelo mitogeno Concanavalina A as CMSP

(figura 4.14A) ou CD4"CD25" (figura 4.14B) dos trés grupos estudados produzem
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IL-10 em grande quantidade, ndo sendo observadas diferengas significativas entre
0s grupos. Ja o estimulo com o antigeno especifico somente as células de
pacientes com a doenga ativa ou tratados produziram quantidades
significativamente aumentadas dessa citocina, demonstrando a especificiadade da
resposta. A adicdo de células T CD4"CD25" nas culturas estimuladas com ConA
ou cAg, inibiu a produgdo de IL-10 pelas células de pacientes tratados ou de
controles normais, mas nao teve efeito significativo sobre as CMSP ou células
CD4"CD25 de pacientes com a doenca ativa (figura 4.14A e 4.14B), havendo ao
contrario uma tendéncia ao aumento da producao por células CD4*CD25 (figura

4.14B).
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Figura 4.14 — Avaliagcido da producao de IL-10 em sobrenadantes de cultura de CMSP (A)
ou células CD4"CD25 (B), estimuladas por 48 horas com concanavalina A (ConA) ou
antigeno celular de P. brasiliensis (CAg), na presenca ou auséncia de células CD4"CD25".
A dosagem de IL-10 foi realizada por meio de ELISA. As condi¢des utilizadas estdo

representadas na figura (+ indica a presencga e — a auséncia do estimulo).

Em relagdo a producao de TGF-B, pudemos observar uma variagdo muito
grande na produgdo dessa citocina em todas as condigbes testadas para as

CMSP (figura 4.15A). Pudemos observar que a adicido de células T CD4"CD25"
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nas culturas diminui a producdo dessa citocina tanto nas células estimuladas com
ConA como nas células estimuladas com o antigeno cAg. Em relagdo as culturas
de células T CD4"CD25 (figura 4.15B), observamos que o estimulo com ConA ou
cAg teve efeitos similares em todos os grups analisados. Porém, quando
adicionamos as células T CD4"CD25* observamos a manutencdo dos niveis de
producdo dessa citocina nos grupos de pacientes tratados ou controles normais,
mas um aumento significativo no sobrenadante de células de pacientes com a
doenca ativa, tanto naquelas estimuladas com cAg como naquelas estimuladas

com ConA (figura 4.15B).
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Figura 4.15 — Avaliacao da producdo de TGF-B em sobrenadantes de cultura de CMSP
(A) ou células CD4*CD25 (B), estimuladas por 48 horas com concanavalina A
(ConA) ou antigeno celular de P. brasiliensis (CAg), na presenga ou auséncia de
células CD4"CD25". A dosagem de TGF-B foi realizada por meio de ELISA. As

condi¢des utilizadas estao representadas na figura (+ indica a presenca e — a auséncia do
estimulo).

Resultados 78



Discussdo




5. DISCUSSAO

A paracoccidioidomicose (PCM) é a micose sistémica de maior incidéncia
nos paises da América Latina, e as diferentes formas da PCM (forma adulta, forma
juvenil e PCM-infecgédo) sdo caracterizadas por tipos de respostas imunoldgicas
distintas (Mamoni et al., 2002; Oliveira et al., 2002; Mamoni e Blotta, 2005;
Mamoni e Blotta, 2006).

Um fator comum entre os individuos que desenvolvem a doenca (FA e FJ) é
a supressao da resposta imunoldgica celular, principalmente nos pacientes com as
formas mais graves da doencga, caracterizadas por resultados negativos em testes
de hipersensibilidade do tipo tardio (THT) a antigenos do fungo e a proliferacéo de
linfécitos diminuida (Musatti et al., 1976; Restrepo et al., 1978; Mota et al., 1985;
Benard et al., 1996; Benard et al., 1997; Benard et al., 2001; Oliveira et al., 2002),
fato também observado nos modelos experimentais da paracoccidioidomicose
(Jimenez-Finkel e Murphy, 1988; Singer-Vermes et al., 1993). Os mecanismos
envolvidos nesta imunossupressdo ainda ndo estao totalmente descritos, mas
parecem relacionar-se com o desequilibrio no perfil de citocinas produzidas
(Benard et al., 1996; Benard et al., 1997; Kashino et al., 2000; Benard et al., 2001;
Mamoni et al., 2002; Oliveira et al., 2002; Mamoni e Blotta, 2005; Mamoni e Blotta,
2006).

Apds a “redescoberta” e caracterizacdo de uma populacao de células T
CD4" com atividade regulatéria ter sido indubitavelmente realizada (células T
regulatérias — CD4*CD25") (Sakaguchi et al., 1982; Sakaguchi et al., 1982;
Sakaguchi et al., 2007), muitos estudos tém sido realizados com o intuito de

verificar o envolvimento dessas células na regulacdo da resposta imunolégica a
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varios agentes infecciosos (Baecher-Allan e Hafler, 2004; Netea et al., 2004;
Belkaid e Rouse, 2005; Campanelli et al., 2006; Cavassani et al., 2006; Guyot-
Revol et al., 2006; Roberts et al., 2007), inclusive na paracoccidioidomicose
humana (Cavassani et al., 2006) e experimental (Moreira et al, 2008).
Fenotipicamente estas células constituem populagbes bastante diversas, sendo a
populagdo T CD4" que expressa CD25 (ou IL-2Ra) e Foxp3 denominadas células
T regulatorias naturais, a melhor caracterizada atualmente (Bluestone e Abbas,
2003). Além de expressar o marcador CD25, como mencionado, grande parte das
células T regulatérias expressa também GITR, Fas (CD95), FasL (CD95L),
CD103, CD38, CTLA-4 (CD152), LAP-1 (TGF-B de membrana) e CDG62L,
considerados marcadores adicionais dessa populagéo celular (Bluestone e Abbas,
2003; Vignali et al., 2008).

Nossos resultados demonstram que pacientes com paracoccidioidomicose
ativa apresentam uma porcentagem maior de células T CD4'CD25" e células
CD4"CD25"Foxp3* do que aquela observada em controles normais. Além disso,
pudemos observar que apdés a cura clinica, a porcentagem de células T
CD4*CD25" no sangue periférico de pacientes se compara aquela observada em
controles normais, indicando diminuicao da populacao de células regulatérias apos
o tratamento que coincide com o retorno da resposta imune celular normal.

A expressdo aumentada do RNAm para FoxP3 nas CMSP de pacientes
com a doenca ativa, também corrobora com os achados obtidos por meio da
andlise realizada por citometria de fluxo. O fator de transcricdo FoxP3 é um dos

marcadores mais utilizados para caracterizar a populagédo de células regulatérias.
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Apesar de sua expressao, principalmente em células humanas, também ser
induzida em células T ativadas, a sua presenca é essencial para a atividade
supressora exercida pelas células T regulatérias (Hori e Sakaguchi, 2004; Kim e
Rudensky, 2006; Ziegler, 2006).

Na tuberculose humana, Guyot-Revol et al. (2006) observaram um numero
aumentado de células T regulatérias na circulacao periférica de pacientes com a
doenga ativa, em comparagdo a individuos saudaveis. Em trabalho publicado
recentemente, Cavassani et al. (2006) analisaram esse mesmo parametro mas
ndo detectaram diferengcas entre a porcentagem de células regulatérias de
pacientes com paracoccidioidomicose e controles normais. Esses resultados
aparentemente discrepantes poderiam ser explicados devido a diferencas na
abordagem experimental, e ao tempo de tratamento pelo qual os pacientes foram
submetidos. Apesar de nao ter encontrada diferenca na porcentagem de células
CD4"CD25*, Cavassani et al. (2006) relatam que as células de pacientes com
paracoccidioidomicose apresentam uma maior expressdo de marcadores
relacionados a atividade das células regulatérias (CTLA-4 e GITR), fato que
nossos dados confirmam. Como foi demonstrado, observamos que além de
apresentarem porcentagem maior de células regulatérias, essas células em
pacientes com a doencga ativa, expressam maior quantidade de marcadores como
o CTLA-4 (CD152), LAP-1 (TGF-B), GITR, CD95L e TLR-2.

O CTLA-4 (CD152) pode apresentar um papel importante na
imunossupressao observada na paracoccidioidomicose, visto que em cultura,
células mononucleares de pacientes com PCM recuperam sua capacidade

proliferativa quando s&o adicionados ao meio de cultura anticorpos que
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neutralizam o CTLA-4, sendo este bloqueio acompanhado pelo aumento da
producao de IFN-y (Campanelli et al., 2003). Nossos dados demonstraram uma
elevacdo na expressdo de CTLA-4 em células CD4"CD25" de pacientes com a
doenca ativa, dessa forma, é possivel que um dos mecanismos de supressao
exercida por essas células em pacientes com paracoccidioidomicose seja mediado
pelo CTLA-4. A interacdo do CTLA-4 com seus ligantes (CD80 e CD86) em
células apresentadoras de antigeno (células dendriticas — DCs e macro6fagos)
induz a producgédo de indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO), notadamente pela DCs,
uma potente molécula inibitéria conhecida por seus efeitos na indugédo de
metabdlitos pro-apoptoéticos a partir do metabolismo do triptofano, resultando na
supressao de células T efetoras (Fallarino et al., 2003). Além disso, a interacao do
CTLA-4 expresso nas células T regulatérias com as moléculas de CD80 e CD86
nas células apresentadoras de antigeno, compete com a ligagcao das moléculas de
CD28 expressas nas células efetoras, impedindo a ativacdo completa das
mesmas.

Também pudemos observar uma elevada expressao de CD95 e CD95L nas
células regulatérias de todos os grupos analisados, sendo que o CD95L foi
particularmente expresso pelas células T CD4"CD25" de pacientes com a doenga
ativa. O CD95 (Fas) e seu ligante CD95L (Fas-L) sdo membros da grande familia
de receptores do TNF, e apresentam como fungdo principal a inducado de
apoptose, principalmente de células T ativadas (Ju et al, 1999; Xu, G. e Shi,
2007). Na paracoccidioidomicose humana, Campanelli et al. (2003) demonstraram

o papel da interagcdo CD95-CD95L, que leva a apoptose de linfécitos ativados e
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cujo bloqueio resulta na reducao significativa da taxa de apoptose de células in
vitro.

Além da expressdao aumentada de CTLA-4 e CD95L, pacientes com
paracoccidioidomicose ativa apresentaram aumento no numero de células T
CD4'CD25*GITR". O GITR ¢é expresso constitutivamente em células T
CD4"CD25" e induzido transitoriamente apés a ativagao em células T CD4"CD25'.
A interacdo do GITR com o seu ligante (GITRL), expresso em células
apresentadoras de antigeno, leva a expansao dos linfocitos das duas populacdes
apds a sinalizagao via TCR (Shevach e Stephens, 2006). Dessa forma o aumento
da expressdo do GITR em células T CD4"CD25" de pacientes com a forma ativa
da paracoccidioidomicose pode contribuir para o aumento de seu nuimero na
circulacdo. Na infecgao experimental por Candida albicans foi demonstrado que a
auséncia (uso de camundongos nocaute) de GITR leva a um aumento na
sobrevivéncia dos camundongos devido ao aumento na producao de citocinas do
tipo Th1 que levam a um melhor controle da infecgdo (Agostini et al., 2005). Além
de mediar a expansao e auxiliar na sobrevivéncia de células efetoras e células T
regulatérias, o GITR também apresenta outras fungdes. Em um trabalho recente
foi demonstrado que a interacdo do GITR expresso por células T regulatérias e o
GITRL expresso em linfécitos B, induz nesse ultimo grupo de células a producao
de imunoglobulinas, particularmente de 1gG4 (Satoguina et al., 2008). Como
mencionado anteriormente, pacientes com as formas mais graves da
paracoccidioidomicose caracteristicamente produzem grandes quantidades de

lgG4, cujos niveis diminuem apéds o tratamento efetivo (Mamoni et al., 2002).
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Recentemente Sutmuller et al. (2006) demonstraram que o receptor do tipo
Toll-2 (TLR-2) apresenta um papel de grande importancia na inducao de expansao
e no controle das fungdes de células T regulatérias. Na infeccao experimental por
Candida albicans, foi demonstrado que a auséncia do TLR-2 (nocaute) induz
resisténcia a infecgdo pelo fungo, e que essa resisténcia pode ser associada a
diminuicdo do namero de células T regulatérias naturais e consequentemente da
producao de IL-10 (Netea et al., 2004). Observamos em nossos resultados que
células T CD4'CD25" de pacientes com PCM ativa apresentam uma maior
expressao de TLR-2 do que pacientes tratados (embora a expressdo em células
do grupo controle seja semelhante), dessa forma, uma maior expressao desse
receptor nas células de pacientes com a doenca ativa, pode estar associado a
expansao desse tipo celular nesse grupo de pacientes, talvez contribuindo para o
aumento do numero de células regulatérias nesse grupo de individuos.

Além da andlise da populacdo CD4*CD25* decidimos também analisar a
populacdo CD4*CD25 a fim de excluir a possibilidade de que a baixa resposta
proliferativa observada nesses linfécitos fosse causada por alteracées no fenétipo
dessas células. Encontramos diferencas significativas apenas na expressao de
GITR, CTLA-4 e CD95L entre as células CD4*CD25 de pacientes e controles.
Embora a diferenca de expressao seja significativa, a expressao dessas moléculas
€ extremamente baixa nessas células em comparacao a expressao das mesmas
moléculas em células CD4*CD25*. O aumento de GITR em células CD4"CD25 de
pacientes com a paracoccidioidomicose ativa pode indicar um estado de ativacao
aumentado nos linfocitos desses pacientes, provocado pela doenca em atividade,

ja que como mencionado, a expressao de GITR é induzida transitoriamente
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durante a ativacao dos linfécitos T efetores (Shevach e Stephens, 2006). Ja o
aumento de CD95L e CTLA4 nesse grupo de pacientes pode indicar um aumento
da taxa de apoptose, ja descrita anteriormente (Campanelli et al., 2003).

Apesar de ndo havermos encontrado diferengas significativas quanto a
expressdo de CD103 e CCR5 nas células T CD4"CD25" nos grupos analisados,
pudemos observar que essas moléculas sdao expressas predominantemente pelas
células regulatérias. O CD103 é uma integrina, associada a migracao de células
para o trato gastro-intestinal e expresso por células T regulatérias (Allakhverdi et
al., 2006). Ja o CCR5 é um receptor de quimiocina, cujos ligantes sao o CCL3,
CCL4 e CCL5, quimiocinas inflamatérias.

Na infeccdo experimental por Leishmania major a utilizacdo de
camundongos deficientes para CCR5 aumenta a resisténcia a doenga, diminuindo
a carga parasitaria e aumentando o niumero de células produtoras de IFN-y, sendo
esses resultados associados a diminuicdo do numero de células regulatérias
(Yurchenko et al, 2006). Em um estudo similar, aplicado na
paracoccidioidomicose experimental e realizado recentemente, Moreira et al.
(2008) demonstraram que a infeccdo de camundongos nocaute para CCR5 resulta
em uma menor carga fangica, com diminuicdo do infilirado de células T
CD4"CD25" nas lesdes causadas pelo P. brasiliensis.

Na paracoccidioidomicose humana, Cavassani et al. (2006) demonstraram
que as lesdes de pacientes contém células com alta expressao de CCR5, também
associadas a presenca de células T regulatérias. A andlise do infiltrado pulmonar

de camundongos deficientes para IFN-y infectados pelo P. brasiliensis também
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demonstra um grande numero de células que expressam CCR5, assim como
producdo aumentada de seus ligantes (CCL3 e CCL5) (Souto et al., 2003). Na
infeccdo humana a andlise do lavado bronco alveolar de pacientes demonstra
producao aumentada de CCL3 (Fornazim et al., 2003) fato que poderia levar ao
recrutamento das células expressando CCR5 (dentre elas as células regulatérias)
para a lesédo, dessa maneira contribuindo para a progressao da doenca.

A andlise funcional das células T regulatérias (CD47CD25") provenientes de
pacientes com a doenga ativa, doenga tratada e controles normais demonstrou
que independentemente do grupo, essas células sdo capazes de suprimir a
resposta proliferativa, tanto de CMSP alogénicas, como de células T CD4*CD25
autélogas. A comparacao da atividade supressora nos diversos grupos de
individuos demonstrou que as células provenientes de pacientes com a doenca
ativa apresentam maior atividade. Esses achados estdo de acordo com aqueles
encontrados por Cavassani et al. (2006) que, embora tenham utilizado
metodologia diferente para avaliar a proliferacdo de células (avalicdo da
proliferacdo por meio da incorporacdo de timidina tritiada, que nao permite a
diferenciacdo do tipo de célula em proliferacdao), obtiveram resultados
semelhantes. Nossos resultados demonstraram também que apds o tratamento
efetivo, as células T CD4*CD25" apresentam atividade supressora similar aquela
observada no grupo controle. Um fato interessante dos experimentos realizados
com células T CD4"CD25  autdlogas € que na auséncia de células T CD4*CD25" a
proliferacdo dessas células em resposta ao mitdgeno ConA nos dois grupos é
similar, o mesmo nao ocorrendo antes da separacdo de células (dados nao

mostrados). Estudos realizados com o intuito de analisar a resposta proliferativa
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de CMSP de pacientes com a doenca ativa a outro mitégeno (fitohemaglutinina —
PHA) indicam que as células desses individuos apresentam diminuicdo da
capacidade de resposta, caracterizando assim a supressdo da resposta
imunologica celular (Musatti et al., 1976; Silva et al., 1995).

As células regulatérias exercem suas fungdes por diversos mecanismos,
que podem ou ndo depender de contato intercelular (von Boehmer, 2005; Vignali
et al., 2008). A utilizacao do sistema “transwell” nas coculturas nos permitiu
verificar que a atividade supressora de células regulatérias de pacientes e
controles normais €, ao menos em parte, dependente de contato. Nossos
resultados demonstraram que o efeito supressor exercido pelas células
regulatérias provenientes de controles normais e pacientes tratados foi
completamente revertido quando se impediu o contato entre as células
regulatérias e as CMSP alogénicas ou células T CD4*CD25" autdlogas.
Entretanto, para as células provenientes de pacientes com a doenca ativa houve
somente um efeito parcial. Esse fato indica que as células regulatérias dos grupos
analisados atuam por mecanismos diferentes.

Um mecanismo de agdo bastante discutido atualmente é a inducao de
linfécitos com carater regulatério por células dendriticas ditas “tolerogénicas”. O
carater tolerogénico de células dendriticas tem sido evidenciada em populacdes
como a populacao de células dendriticas presentes no intestino que através do
acido retindico convertem linfécitos naive em células com habilidades regulatérias
(Mucida et al., 2007). Em nossos experimentos ndo abordamos essa questao nem

verificamos se as células dendriticas estariam envolvidas na conversdo de
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linfécitos em células regulatérias mas, esse seria um possivel explicacao para o
nuamero aumentado de células regulatérias nos pacientes com a doenca ativa.

A supressdo mediada por contato € exercida por diferentes mecanismos
que incluem a inducdo de apoptose mediada por CD95-CD95L, competicdo pela
ligagdo com moléculas co-estimulatérias mediada pelo CTLA-4 ou por meio de
sinais supressores induzidos por meio da ligagédo do TGF-B expresso na superficie
das células regulatérias com o seu receptor nas células efetoras (von Boehmer,
2005; Vignali et al., 2008). A supressdo mediada pelo TGF-B, expresso na
superficie das células regulatérias complexado ao peptideo associado a laténcia
(LAP), aparentemente é uma das principais vias utilizadas pelas células
regulatorias (Nakamura et al., 2001; Andersson et al., 2008). Estudos recentes
indicam que a sinalizagdo via CTLA-4 aumenta a atividade supressora exercida
pelo TGF-B de superficie, aumentando a disponibilidade dessa molécula na regiéo
de contato entre as células (Oida et al.,, 2006). Conforme demonstrado, essas
moléculas apresentaram aumento de expressao nas células regulatérias de
controles normais e pacientes com paracoccidioidomicose, embora a expressao
seja maior neste ultimo grupo.

Como as células regulatérias de pacientes com doenga ativa mostraram
exercer suas atividades por outros mecanismos além daqueles que exigem
contato, decidimos analisar o papel da produgéo de citocinas supressoras (IL-10 e
TGF-B) nesse grupo, por meio de culturas suplementadas com citocinas
recombinantes (IL-10 e TGF-B) ou com anticorpos neutralizantes. Na leishmaniose

experimental, a populacdo de células T CD4"CD25" expressando GITR, CTLA-4 e
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Foxp3 nas lesbGes de pacientes, € capaz de suprimir in vitro a proliferagdo de
células T e produzir grandes quantidades de IL-10 e TGF- (proteina € RNAm) e
que apds a deplecao dessa populacao de células ocorre 0 aumento da producao
de IFN-y (Campanelli et al., 2006).

Nossos resultados demonstraram que a adicdo de IL-10 recombinante
isoladamente ou combinada com TGF-f em culturas de CMSP estimuladas com
concanavalina A teve efeitos similares aqueles observados nas culturas realizadas
na presenca de células T CD4'CD25". Embora o efeito do TGF-B adicionado
isoladamente néo tenha exercido fungédo supressora muito evidente, houve uma
reducao parcial da proliferacao das CMSP. A adicao de anticorpos neutralizantes
(anti-IL10 e anti-TGF-p isoladamente ou combinados) em coculturas de CMSP
alogénicas e células T CD4"CD25" provenientes de pacientes com a doenca ativa
foi capaz de inibir completamente o efeito supressor exercido pelas células
regulatérias. E interessante notar que ao contrario do TGF-B recombinante, cujo
efeito foi somente parcial, a adicdo do anticorpo neutralizante para essa citocina
aboliu completamente o efeito supressor das células regulatérias. Esse fato talvez
possa ser explicado pela neutralizagdo do TGF-B soluvel, associada ao bloqueio
da ligacdo do TGF-B expresso na superficie das células regulatérias com seu
receptor na célula efetora.

Para confirmar a producao das citocinas supressoras, analisamos por meio
de ELISA a presengca das mesmas no sobrenadante de cultura, assim como a
expressdao do RNA mensageiro pelas CMSP. Nossos resultados demonstraram

que as CMSP de pacientes com a doencga ativa expressam grande quantidade do
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RNAm para essas citocinas, quando comparadas as células de controles normais.
Além disso, observamos que nas culturas de CMSP ou células CD4"CD25
estimuladas com ConA ou com antigeno celular de P. brasiliensis houve uma
grande produgéo de IL-10 por células de pacientes com paracoccidioidomicose
(com doenga ativa ou tratados), quando comparadas com as células de controles.
Embora a presencga de células T CD4*CD25" tenha diminuido a producdo dessa
citocina nas culturas de células de pacientes tratados ou controles normais, nas
culturas de pacientes com a doenca ativa houve um aumento da producéo
(principalmente nas culturas de células CD4"CD25). Em relagdo a produgao de
TGF-B, pudemos observar um aumento significativo, somente quando as células
CD4"CD25 foram cultivadas na presenca de células CD4"CD25".

O papel da producédo de citocinas supressoras (IL-10 e TGF-B) pelas
células regulatérias ainda ndo esta bem estabelecido (Vignali et al., 2008) e
nossos resultados também nao permitem dizer se 0 aumento da expressédo do
RNAm e produgao da proteina para essas citocinas é devido a produg¢ao por outro
tipo de célula. Fica claro contudo, que a presenca de células regulatérias aumenta
essa producdo, quer seja diretamente ou pela indugdo da producao por outro tipo
celular.

Em conjunto nossos resultados demonstram que as células regulatérias (T
CD47CD25") podem estar associadas a supressdo da resposta imunoldgica
celular observada nos pacientes com paracoccidioidomicose, e embora ainda
sejam necessarios estudos adicionais para indicar o exato mecanismo utilizado

por essas células para exercer suas fungdes supressoras, podemos concluir que
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ao menos parcialmente, esses efeitos sdo dependentes de contato e da

modulacéo da producgéo de citocinas supressoras.
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Conclusdo




6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesse trabalho demonstraram que os pacientes com
paracoccidioidomicose ativa apresentam um numero aumentado de células T
regulatérias (CD4"CD25") no sangue periférico; que essas células expressam
altos niveis de moléculas associadas a atividade regulatéria como o CTLA-4,
CD95L, GITR e TGF-B e que esse numero retorna a valores normais apds o
tratamento antifungico efetivo.

Também pudemos observar que as células regulatérias de pacientes com
a doencga ativa apresentam atividade supressora superior aquela observada em
controles normais e pacientes tratados e que essa atividade é mediada por
mecanismos ligeiramente diferentes nos grupos analisados. Enquanto nos
individuos do grupo controle e pacientes com paracoccidioidomicose tratada a
supressao € mediada principalmente pelo contato intercelular, no grupo de
pacientes com a doenca ativa, outro mecanismo deve estar associado ao efeito do
contato. A analise da participagdo da producao de IL-10 e TGF-B, e do consumo
de IL-2 por parte das células regulatérias apesar de ndo ser conclusivo,
demonstrou que a produgdo dessas citocinas supressoras pode desempenhar um
papel preponderante nesse mecanismo, enquanto que o consumo de IL-2
aparenta ter um efeito um pouco menos preponderante.

Em conjunto nossos resultados permitem concluir que a supressao da
resposta imunoldgica celular observada na paracoccidioidomicose humana, pode
ao menos em parte, estar relacionada a presenca de um numero aumentado de

células T regulatérias (CD4"CD25") com atividade supressora aumentada.
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8. ANEXOS
8.1.Padronizacao das reac6es de PCR em tempo real

Os resultados da padronizacdo do Q-RT-PCR para os RNAm testados
estdo demonstrados nas figuras abaixo, onde é possivel observar a eficiéncia da
reacdo de amplificagdo (figura 8.1), a correlacédo das eficiéncias (figura 8.2) e a
curva de "melting” das reagdes (figura 8.3), nas quais foram utilizadas os “primers”
para Ubiquitina (UBC), FoxP3, IL-10 e TGF-B, e que permitiram a utilizagdo do
método de AACT para a andlise dos resultados conforme descrito por Livak e

Schmittgen ( 2001).
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Figura 8.1 (pagina anterior): Graficos de amplificagdo (esquerda) e curva padrao (direita)
resultados da padronizagéo da eficiéncia das rea¢des de Q-RT-PCR para quantificagcao
do RNAm para UBC (A), FoxP3 (B), IL-10 (C) e TGF-B (D). Todos os testes foram
realizados em ftriplicata utilizando amostras de cDNA diluidas na proporgéo de 1:10 e a
seguir de forma seriada na proporcdo de 1:2 (5 pontos). Os graficos demonstram a
amplificacdo do material de acordo com a diluicdo das amostras (lado esquerdo), por
meio do qual foi gerada a curva padrao expressa como a média dos CTs em fungéo da
diluicdo da amostra (direita). Os valores de R? e da eficiéncia da reacéo estdo destacados
em cada gréfico. Para uso no célculo de AACT os valores de R® devem ser maiores do
que 0,9 e a eficiéncia da reagao deve estar entre 90 e 110%.
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Figura 8.2: Correlagao entre as eficiéncias do gene enddgeno usado para normalizacao
das reacoes de Q-RT-PCR (UBC) e os genes de interesse: FoxP3 (A), IL-10 (B) e TGF-B
(C). Os gréficos representam os valores de ACT (média do CT do gene de interesse,
menos o CT do gene enddgeno), pelo logaritmo da concentracdo das amostras. Para
poder ser utilizado o calculo de AACT na quantificagdo das amostras, os valores de a
(primeiro termo) na equacao que descreve a reta deve estar entre 0,1 e -0,1.
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Figura 8.3: Curvas de “melting” repesentativas de resultados obtidos em equipamento de
PCR em tempo real, apos a realizagao de testes de amplificacdo do RNAm para UBC (A),
FoxP3 (B), IL-10 (C) e TGF-B (D). E possivel observar que a reagdo utilizando os
“primers” na concentragdo descrita acima é especifica, uma vez que todas as amostras
testadas apresentam temperatura de “melting” (T,) idénticas (em destaque em cada
grafico).
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8.2. Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas

da UNICAMP (cépia digitalizada)

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS.
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

B www femunicump bripesauisa/elica/indes. humi

CEP, 30/11/06
(Grupo IIT)

PARECER PROJETO: N° 584/2006 (Este n° deve ser citado nas comespondéneins referente o este projeto)
CAAE: 0462.0.146,000-06

I-IDENTIFICACAOQ:

PROJETO: “AVALIACAO DA PARTICIPACAQ DAS CELULAS T REGULATORIAS
NATURAIS (CD4+CD25+) NA IMUNOSSUPRESSAO OBSERVADA EM PACIENTES
COM PARACOCCIDIODOMICOSE"

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Ronei Luciano Mamoni

INSTITUICAQ: Hospital das Clinicas/UNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 09/10/06

APRESENTAR RELATORIO EM: 24/10/07 (0 formuldrio encontra-se no sife acima)

I - OBJETIVQS

Avaliar a possivel participagiio das células T regulatorias naturais (CD4+ CD25+) na
supressdo da resposta imunclogica observada em pacientes com paracoccidioimomicose (PCM).
assim como avaliar possiveis mecanismos pelos quais essa supressao é realizada,

TI1 - SUMARIO

Serdo incluidos no estudo pacientes com & forma juvenil e adulta da PCM, atendidos no
varios ambulatorios do Hospital das Clinicas da UNICAMP. Os individuos do grupo controle
serdo selecionados na zona endémica de Campinas, principalmente no Bairro de Bario Geraldo
(fazendas e hortas), proximos ao campus da UNICAMP. O grupo de pacientes sera constituido
de 15 individuos com as formas adultas ou juvenil da PCM selecionados antes do inicio do
tratamento antifiingico e 15 individuos com PCM selecionados apds a cura clinica e sorologica
{antigenemia) e grupo controle contara com 15 individuos saudaveis com teste cutéineo negativo
e antigenos do P. brasiliensis. Sera coletada amostra de sangue periférico dos sujeitos e depois
serd avaliada a atividade da doenga por meio da técnica de ELISA de inibigio (antigenemia),
Depois determinada a porcentagem e do fenétipo de células T naturais no sangue periférico por
citometria de fluxo. Serd feito a separagio de células mononucleares do sangue periférico;
avaliacio da express@io génica de Fox P3 pelas CMSP; separacio magnética da populagio
CD4+CD25+ (células T regulatérias naturais); marcacdo das células com CFSE; avaliagéo da
atividade regulatona (inibigio de proliferaciio); avaliagio da produgéio de citocinas em culturas
de células CD4CD25+ mantidas em sistema "transwell”; avaliagdio da produgio de citocinas em
culturas de células depletadas de linfocitos T CD4+CD25+; Andlise estatistica.
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IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

O estudo ¢ complexo e estd estruturado. O TCLE esta adequado. O orgamento esta
descrito, mas nfio revela a fonte dos recursos. O estudo nfio oferece riscos aos sujeitos, a ndo ser
pelo desconforto de coletas sangue e a possibilidade de surgir hematoma e dor no local da
puncdo. Nfo ha mengio se haverd aproveitamento total da amostra sanguinea ou o que sera feita

com a sobra, se houver.
V - PARECER DO CEP

0 Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apas
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, resolve aprovar sem
restriches o Protocolo de Pesquisa, bem como ter aprovado todos os anexos incluidos na
Pesquisa supracitada.

O conteudo e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e néo representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
4 comprometen.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizacio alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item 1V.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item I1'V.2.d),.

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apos andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item I11.1.z), exceto quando perceber risco ou dano nio previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitaria - ANVISA —
iunto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente 8 ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envid-las também 4 mesma junto com o parecer aprovatorio do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Ttem T11.2.¢)

Relatorios parciais e final devem ser apresentados ac CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugo CNS-MS 196/96.
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

stien e by
HICA/1NGeX num

VII - DATA DA REUNIAO

Homologado na X Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 24 de outubro de 2006,

Prof®. Dr, arrt}lgn Sil{" Bertuzzo
PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP

Comité

Rarar Tess

1 em Pesguisa - UNICAMD
2 Vieira de Camarge. 126 FOXE (019 3788-8036
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8.3. Termo de consentimento pés-informacao

Nome do Estudo: Avaliacao da participacao das células T regulatérias naturais
(CD4+CD25+) na imunossupressao observada em pacientes com
paracoccidioidomicose.

Pesquisador: Maria Carolina Ferreira
Local: Hospital das Clinicas - Unicamp

Nome do Paciente:

Idade: RG: HC:

Endereco:

Contatos:

Maria Carolina Ferreira — (19) 35218991

Prof. Dr. Ronei Luciano Mamoni — (19) 35218991

Profa. Dra. Maria Heloisa Souza Lima Blotta — (19) 35219453

Obijetivos do Estudo:

No6s pedimos a permissdo de incluir o (a) senhor (a) como participante de um protocolo de pesquisa. O
objetivo deste estudo é verificar a participagdo de um tipo de célula presente no sangue, denominadas células
regulatérias naturais (CD4*CD25%) na infecgdo humana pelo fungo Paracoccidioides brasiliensis, causador da
paracoccidioidomicose (blastomicose sul americana). Este estudo permitira compreender melhor os
mecanismos envolvidos nessa doenga e dessa forma encontrar melhores formas de tratamento e intervengao.

Procedimentos:

Neste estudo colheremos uma amostra de sangue com a qual realizaremos todos os testes que
necessitamos. Seu tratamento n&o sera alterado em nada: ndo serdo adicionados ou retirados medicamentos
e todos os outros procedimentos ocorrerdo sem nenhuma interferéncia. Informamos que o material coletado,
sera totalmente aproveitado (plasma e células sanguineas) para a realizagdo das diferentes metodologias
descritas no projeto de pesquisa.

Riscos e Desconfortos

Nenhum risco maior ou desconforto ocorrera devido ao estudo. A puncédo venosa ocorrera como de costume e
serdo coletados 30mL de sangue. Como em qualquer coleta de sangue, durante o procedimento, podera
haver dor e/ou formagao de hematoma no local da pungao.

Recusa de Participacéo ou Retirada do Estudo

A participagao neste estudo é voluntaria. Vocé ndo tem nenhuma obrigacéo de participar deste estudo. Seu
tratamento atual ou futuro nao sera afetado em caso de vocé nado 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.

Recusa de Participacao ou Retirada do Estudo

A participagao neste estudo é voluntaria. Vocé ndo tem nenhuma obrigacdo de participar deste estudo. Seu
tratamento atual ou futuro ndo serd afetado em caso de vocé ndo 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
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Informagdes médicas obtidas neste estudo fardo parte do seu prontuario médico deste hospital. Informagoes
que nao fizerem parte do prontuario serdo colocadas junto a arquivo dos investigadores e identificadas por
codigos. O prontuario médico fica a disposi¢cdo 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 informagéo sera distribuida a pessoas fora do hospital sem seu consentimento prévio, a
nao ser em casos previstos neste termo de consentimento.

Informagdes do seu prontuario poderdo eventualmente serem disponibilizados a orgdos 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 ndo serdo 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 reclamagéo 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.

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 participagdo também foram discutidas. Todas
as minhas questdes foram respondidas. Li ou leram para mim este termo de consentimento. Minha assinatura
abaixo indica minha inclus&o no estudo.

Paciente Data

Testemunha Data

Eu 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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