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RESUMO

ARAUJO, E. F. Influéncia da enzima indolamina-2,3-dioxigenase na diferenciacdo e fungdo das
células dendriticas e T reguladoras na paracoccidiodomicose pulmonar de camundongos
resistentes e suscetiveis ao Paracoccidioides brasiliensis. 2013. 115 f. Tese (Doutorado em
Imunologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, S&o Paulo, 2013.

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistémica de evolugdo aguda, subaguda ou
crénica causada pelo fungo dimérfico Paracoccidioides brasiliensis. Na PCM, os
mecanismos de regulacdo mediada pela imunidade inata e celular ainda n&o estdo totalmente
esclarecidos. Em trabalho anterior verificamos que a enzima indolamina-2,3-dioxigenase
(IDO) controla a carga fangica e exerce atividade imunossupressora nos mecanismos de
imunidade inata e adaptativa de camundongos resistentes (A/J) e suscetiveis (B10.A) a
infeccdo pelo P.brasiliensis. O objetivo deste trabalho foi caracterizar o efeito do tratamento
com 1-Metil-DL-Triptofano (1MT), um inibidor de IDO, na diferenciacdo e funcdo de células
dendriticas (DCs) e T reguladoras (Tregs) na paracoccidioidomicose. Assim, camundongos
resistentes e sucestiveis foram tratados ou ndo com 1MT (5mg/ml) e infectados com
P.brasiliensis. Apds 96 horas, 2 e 8 semanas de infec¢do as DCs isoladas de pulmdes foram
estudadas quanto a sua carga fungica, diferenciacdo, e atividade imunogénica. Além disso,
como a IDO pode exercer atividade enzimatica, usualmente induzida por IFN-y, e
sinalizadora geralmente induzida pelo TGF-pB, estudamos 0s niveis de expressdo génica de
moléculas envolvidas nestas duas funcdes em células totais e em DCs isoladas de pulmao.
Comparadas aos grupos controle, as DCs de camundongos B10.A e A/J tratados por 1IMT
apresentaram maior carga fungica, e niveis diminuidos de quinurenina. A infeccdo pelo fungo
induziu expressdao aumentada de IDO que, entretanto, foi diminuida pelo tratamento com
1MT. Inesperadamente, a expressdo de mRNA para IDO pelas DCs de camundongos A/J
controle foi maior que as de B10.A, que entretanto, produziam niveis mais maiores de
quinurenina. O 1MT induziu a presenca de maior nimero e menor frequéncia de DCs
mieloides, plasmacitoides e linféides nos pulmdes de camundongos B10.A e A/J. O inibidor
de IDO alterou a expressao de marcadores de ativacdo e moléculas co-estimulatérias em DCs
de ambas as linhagens. O 1MT reduziu a producdo de TGF-B, IL-12 e IL-1B e aumentou 0S
niveis de TNF-a. O 1 MT diminuiu a expressao intracelular de IDO e TGF- em ambas as
linhagens, e de IL-12 somente em camundongos B10.A. Em contrapartida, 0s grupos tratados
com 1MT tiveram maior expressdo de IL-10 e TNF-a. Os ensaios de linfoproliferagido
demonstraram que as DCs de animais tratados com 1MT eram mais imunogénicas levando a
maior expansdo de células T e menor frequéncia de células Treg. Com relacéo as citocinas
secretadas, verificamos que o 1IMT induzia uma diminuigdo de IFN-y e aumento de IL-2. Nos
estudos da expressdo dos mediadores envolvidos na ativagdo de DCs mediada por IFN-y e
TGF-p verificamos que 0 1IMT inibiu a expressdo dos mediadores de ativacdo celular somente
em camundongos B10.A indicando uma funcéo de IDO prevalentemente catalitica, induzida
por IFN-y. Em contraste, em camundongos A/J, a IDO alem da funcdo catalitica, parece
exercer atividade sinalizadora possivelmente induzida por TGF-f. Em concluséo, verificamos
que a IDO exerce importante funcdo imunorreguladora na PCM atraves da atividade das DCs
e células Treg. Além disso, além da fungdo catalitica observada em ambas as linhagens,
somente em camundongos resistentes a IDO parece exercer uma fungédo sinalizadora da
ativacdo celular.

Palavras-chave: Paracoccidioides brasiliensis. Indolamina-2,3-dioxigenase.  1-metil-
triptofano. Células Dendriticas. Células T reguladoras.



ABSTRACT

ARAUJO, E. F. Influence of the enzyme indolamine-2,3-dioxygenase in the differentiation and
function of regulatory T and dendritic cells in the paracoccidioidomycosis of susceptible and
resistant mice to Paracoccidioides brasiliensis. 2013. 115 p. Ph. D. thesis (Immunology) — Instituto
de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2013.

Paracoccidioidomycosis (PCM), caused by the inhalation of Paracoccidioides brasiliensis
(Pb) spores, is a major pulmonary fungal disease in South America. In PCM, the regulatory
mechanisms mediated by innate and cellular immunity are still unclear. In a previous study, it
was verified that the enzyme indoleamine-2,3-dioxygenase (IDO) controls the fungal loads
and impairs the innate and adaptative immunity of resistant and susceptible mice to
P.brasiliensis infection. The aim of the present work was to investigate the effect of treatment
with 1-methyl-DL-tryptophan (1MT) on the expression of IDO and on the phenotype and
behavior of dendritic cells (DCs) and regulatory T (Treg) cells in pulmonary PCM. Thus, A/J
and B10.A mice were treated with IMT (5mg/ml) or left untreated and infected with
P.brasiliensis. After 96 hours, 2 and 8 weeks of infection the DCs were isolated from lungs
and studied regarding fungal loads, phenotype and immunogenic activity. Moreover, as the
IDO can exert enzymatic activities (usually induced by IFN-y) and signaling (generally
induced by TGF-B) we studied the expression of molecules involved in these functions were
studied using in total lung cells and isolated DCs. Compared with control groups, the DCs of
B10.A and A/J mice treated with 1MT showed higher fungal burden and decreased levels of
kynurenine. The fungal infection induced increased expression of IDO, which, however, was
decreased by treatment with IMT. Unexpectedly, the expression of IDO mRNA in DCs from
A/J mice was higher than in B10.A control mice which, however, produced elevated levels of
kinurenine. The presence of 1IMT induced a higher number and a lower frequency of myeloid,
plasmacytoid and lymphoid DCs in the lungs of both mouse strains. The IDO inhibitor altered
the expression of activation markers and costimulatory molecules on DCs from A/J and
B10.A mice. 1IMT reduced the production of TGF-p, IL-12 and IL-1f and increased the levels
of TNF-a. 1MT decreased intracellular expression of IDO and TGF-f in both strains, and IL-
12 in B10.A mice. In contrast, the 1IMT-treated groups had higher expression levels of IL-10
and TNF-a. Lymphoproliferation assays demonstrated that DCs of treated animals were more
immunogenic leading to higher T cell expansion and lower frequency of Treg cells.
Regarding cytokines production, we showed that 1MT treatment led to decreased IFN-y and
increased IL-2 levels by cells of both mouse strains. The expression of markers involved in
DC activation mediated by IFN-y and TGF-p showed that 1MT inhibited the expression of
cell activation markers only in B10.A mice indicating a prevalent catalytic function of IDO
induced by IFN-y. In contrast, in A/J mice, besides the catalytic function, IDO has possibly a
signaling activity induced by TGF-B. In conclusion, we demonstrated that IDO plays an
important immunoregulatory function in PCM through the activity of DCs and Treg cells. In
addition to the catalytic function observed in both mouse strains, only in resistant mice IDO
appears to exert a cell signaling function.

Keywords:  Paracoccidioides brasiliensis.  Indoleamine-2,3-dioxygenase.  1-methyl-

tryptophan. Dendritic cells. Regulatory T cells.
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Pb Paracoccidioides brasiliensis

Pb 18 Paracoccidioides brasiliensis, isolado 18

PBS Solucéo salina em tampéo fosfato 0,15M, pH 7,2

PBS/AZIDA Solugéo salina em tampaéo fosfato 0,15M, pH 7,2 + AZIDA

PCM Paracoccidioidomicose

PMN Neutrofilo polimorfonuclear

PRR “Pattern recognition receptors”

RPMI Meio para cultura celular, tampéo bicarbonato, pH 6,8

SFB Soro fetal bovino

SHP-1 “Src homology region 2 domain-containing phosphatase 1”

SHP-2 “Src homology region 2 domain-containing phosphatase 2”

SHIP “Src homology 2-containing inositol S phosphatase”

SOCS3 Sinalizador de supresséo de citocina 3

SPF “Specific pathogen free”

SSC “side scatter”, granulosidade celular

T CD4" Linfécito T CD4" auxiliar

T CDS8" Linfocito T CD8" citotdxico

TCD4'CD25'Foxp3" Linfécito T regulador do fen6tipo CD4"CD25 Foxp3*

TCR “T cell receptor”

TDO “Tryptophan 2,3-dioxygenase”

TGF-p “Transforming growth factor p”

Th2 Linfécito T “helper” tipo 2

Th3 Linfocito T “helper” tipo 3

Th17 Linfécito T “helper” tipo 17

TLR “Toll like receptor”

TLR1 “Toll like receptor” 1

TNF-a “Tumor necrosis factor a”

UFC Unidades formadoras de colbnias
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1 INTRODUCAO

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistémica autoctone da América Latina
causada pelo Paraccoccidioides brasiliensis, um fungo dimorfico, conhecido apenas em sua
forma assexuada, saprobiota do solo. Na natureza, o fungo apresenta a forma filamentosa que
produz os conidios, as células infectantes. Uma vez inalados, os propagulos déo origem a
formas leveduriformes do fungo que constituirdo sua forma parasitaria nos tecidos do
hospedeiro (RESTREPO, 1985).

De carater endémico entre as populacdes de zona rural, a paracoccidioidomicose
(PCM) acomete principalmente individuos do sexo masculino entre 30 e 60 anos, sendo rara a
incidéncia abaixo de 14 anos de idade (RESTREPO et al., 1970). A via inalatéria é
considerada a principal porta de entrada da infeccéo, e a partir de um foco primario pulmonar,
ocorreria disseminagdo linfatica ou hematogénica para diferentes regides do organismo,
inclusive para a mucosa da orofaringe (BRUMMER; CASTANEDA; RESTREPO, 1993;
MCEWEN et al., 1987). O contato inicial do hospedeiro com o fungo costuma evoluir para
uma infec¢do subclinica ou assintomatica; se ha progressao da infeccdo, duas formas clinicas
sdo descritas: a forma aguda ou tipo juvenil e a forma crénica ou adulta. A primeira é menos
frequente e é observada em criangcas de ambos 0s sexos ou em adultos abaixo de 30 anos e
suas manifestacdes clinicas sdo decorrentes do rapido e progressivo envolvimento de 6rgaos
do sistema mononuclear fagocitario (DE CARVALHO et al., 1994; FRANCO, 1987). A PCM
crbnica do adulto é a forma de apresentacdo mais frequente e caracteriza-se por uma evolucgéo
de vérios meses onde predominam a adinamia, emagrecimento, lesdes tegumentares e as
vezes linfoadenopatia. O pulmdo, 6rgdo mais frequentemente acometido, da origem a
manifestacdes clinicas de maneira muito insidiosa, compreendendo tosse seca, posteriormente
produtiva, e dispnéia aos esforcos (BRUMMER; CASTANEDA; RESTREPO, 1993;
FRANCO, 1987).

Os pacientes com a forma cronica ou adulta da doenca usualmente exibem baixos
niveis de anticorpos especificos e apresentam uma adequada imunidade celular, enquanto
aqueles com a forma aguda ou juvenil exibem tipicamente altos niveis de anticorpos
especificos, ativacdo policlonal de células B e uma resposta imune celular deprimida
(ARANGO; YARZABAL, 1982; CASTANEDA et al., 1988; FAZIOLI, 1997; MOTA et al.,
1985; SINGER-VERMES et al., 1993). O padréo da resposta imune associado com a doenca
progressiva e grave na PCM é caracterizado pelas respostas celulares do tipo Th1/Th2, sendo
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que as células Th2 estdo preferencialmente associadas com a forma progressiva e grave e as
células Thl associadas com a forma benigna da infec¢do. Uma resposta imune inadequada de
pacientes com a forma grave da PCM pode ser responsavel pela anergia das células T
(BAIDA et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2002).

Os linfécitos T CD4" do tipo Thl produzem as citocinas IL-2 e IFN-y e os do tipo Th2
produzem IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13. O predominio das células Th1l e a liberacdo das citocinas
pro-inflamatorias ativam a atividade microbicida dos macrdfagos, ja as células Th2 e a
liberacdo das citocinas anti-inflamatdrias desativam os macrofagos e estimulam a producgéo de
anticorpos. Parece ser necessario um balanco dos diferentes grupos de citocinas para que
ocorra uma protecdo eficiente, formando um complexo circuito imunoregulatério (CALICH;
KASHINO, 1998; KARHAWI; COLOMBO; SALOMAO, 1999;: ROMANI et al., 1997).

O uso de modelos murinos de infeccdo pulmonar e intraperitoneal de PCM tem
facilitado a caracterizacdo das células, citocinas e mecanismos reguladores que desempenham
um papel fundamental no desenvolvimento da resposta imune protetora.

Calich et al. (1985) desenvolveram um modelo de infecgéo intraperitoneal, onde foram
demonstradas diferencas significativas nos padrdes de susceptibilidade e resisténcia ao fungo
entre varias linhagens isogénicas de camundongos estudadas. A linhagem A/Sn foi
caracterizada como a mais resistente enquanto que a linhagem B10.A demonstrou ser
altamente susceptivel a infeccdo pelo P.brasiliensis. Cano et al. (1995), desenvolveram um
modelo de infecgdo pulmonar com as mesmas linhagens de camundongos utilizando a via
intratraqueal de infeccdo onde foi demonstrado que camundongos A/Sn desenvolveram PCM
crbnica, benigna e restrita aos pulmdes engquanto que animais B10.A desenvolveram doenca
disseminada e progressiva. Frente aos resultados obtidos foi possivel verificar que os
linfocitos T, macrofagos e células B mediadas por interferon-gama (IFN-y) participavam da
resposta a resisténcia a PCM. Em outro estudo, Cano et al. (1998) demonstraram que o IFN-y
é essencial na resisténcia a infeccGes fungicas; para isso realizaram um estudo in vivo
utilizando camundongos sensiveis e resistentes ao fungo os quais foram depletados de IFN-y
através do tratamento com anticorpos monoclonais anti-IFN-y, o que resultou no agravamento
da doengca em ambas as linhagens, com marcante aumento da carga fangica pulmonar,
disseminacéo precoce para o figado e baco e faléncia da imunidade celular.

Como descrito em outras doencas infecciosas, as quimiocinas produzidas por murinos
e humanos na PCM parecem exercer um importante papel na regulacdo da migracdo de

leucdcitos especificos tanto nos processos inflamatdrios agudos como nos crénicos. Um
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recente estudo realizado por Souto et al. (2000) demonstrou haver uma associacao entre altos
niveis das quimiocinas MCP-1, IP-10 e Mig com o recrutamento de células mononucleares
para os pulmdes de camundongos da linhagem C57BI/6 infectados com P.brasiliensis.
Contudo, em animais da mesma linhagem nocauteados para o gene do IFN-y houve a
producdo de baixos niveis de quimiocinas para células mononucleares e altos niveis de
quimiocinas que atraem neutréfilos como KC e MIP-1a; demonstrou-se assim, o papel do
IFN-y na regulagdo da producdo de quimiocinas e no recrutamento de leucocitos para os
pulmdes em modelo murino de PCM.

Os macrofagos, além de produzirem e liberarem mediadores inflamatorios e
quimiotaticos, também sdo eficientes células apresentadoras de antigenos (APCs). Participam
do processo de fagocitose de particulas e agentes microbianos e os carreia via linfaticos aos
linfonodos, onde as respostas imunes especificas sdo geradas. Assim, os macrofagos podem
estar envolvidos tanto nas respostas imunes inatas como nas adquiridas ao P.brasiliensis
atuando como células efetoras da imunidade inata e adquirida. Macrdéfagos alveolares de
camundongos resistentes e susceptiveis ao P.brasiliensis foram analisados ap6s a infecgédo
pulmonar e observou-se auséncia da producdo de peroxido de hidrogénio pelas células obtidas
de camundongos suscetiveis, enquanto que o0s macréfagos de camundongos resistentes
produziram niveis elevados destes metabolitos no curso da doenca (CANO et al., 1995;
KASHINO et al., 1985).

O 6xido nitrico (NO) é gerado pela oxidacdo de um dos nitrogénios do aminoacido L-
arginina e é um dos principais responsaveis pela atividade microbicida dos macrofagos
(HIBBS; VAVRIN; TAINTOR, 1987; HIBBS et al., 1988). A enzima 6xido-nitrico-sintetase
induzida (iNOS ou NOS2) € produzida durante a ativacdo dos macréfagos pelos
microrganismos ou produtos bacterianos como LPS, bem como por citocinas pro-
inflamatorias como o IFN-y, TNF-a e IL-12 (BERNARDINO et al., 2013; CORRALIZA et
al., 1995; MACMICKING; XIE; NATHAN; 1997).

Brummer (1994) demonstrou que o mecanismo fungicida de macréfagos na PCM era
independente da producdo de reagentes intermediarios do oxigénio produzidos pela explosdo
respiratoria. Assim, a atividade fungicida ndo p6de ser abolida pelo tratamento das células
com superoxido-dismutase, catalase ou azida sodica. A despeito de varios estudos terem
mostrado que a morte do P.brasiliensis € dependente de NO produzido por macréfagos
ativados por IFN-y (CANO et al., 1995; GONZALEZ et al., 2000), foi também descrito que a
sintese de NO esta associada com a imunossupressao de células T (BOCCA et al., 1988;
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NASCIMENTO et al., 2002). Em altas concentragdes o NO pode inibir praticamente todas as
células do sistema imune (células T, B, macrdfagos, células dendriticas, neutrdfilos,
eosinofilos e mastocitos) via inducdo de apoptose, ou inibicdo da producdo de fatores de
transcricdo, citocinas, proteina-quinases, moléculas do MHC, etc. O NO pode também
impedir a migracdo de células ao tecido inflamado devido a inibigdo da sintese de moléculas
de adesdo pelo endotélio (BOGDAN, 2001). Segundo o estudo de Nascimento et al. (2002), a
infeccdo com P.brasiliensis em camundongos depletados in vivo de NO bem como em
camundongos deficientes do gene da NO-sintase induzida (iNOS) levou a doenga mais grave
e formacéo de lesdes disseminadas e ricas em fungos.

Os leucocitos polimorfonucleares (PMN) atuam na imunidade inata e parecem
proteger camundongos susceptiveis ao P.brasiliensis, enquanto que nos camundongos
resistentes, a protecdo ocorre somente no inicio da infeccdo. Em um trabalho recente realizado
por Pina et al. (2006), foi observado que a deplecdo de PMN induzia doenga muito grave nos
camundongos suscetiveis, associada a elevados niveis de citocinas pro-inflamatorias. Assim, a
ativacdo excessiva do sistema imune pode ser deletéria ao hospedeiro.

No nosso modelo experimental, varias observacGes indicam que o paradigma Th1/Th2
de ativacdo da resposta imune adaptativa ndo explica completamente os fendmenos de
resisténcia e susceptibilidade ao fungo. Assim, a IL-4 é protetora para camundongos
suscetiveis (ARRUDA et al., 2004), o tratamento com IL-12 exdgena leva a menor
disseminacdo do fungo, mas induz intensa patologia pulmonar associada com exuberante
influxo de células inflamatérias (ARRUDA et al., 2002); a deplecdo de células T CD4" ndo
altera o curso da doenca de camundongos susceptiveis (CHIARELLA et al., 2007).

A resposta imune inata contra os fungos, por sua vez, baseia-se no reconhecimento de
estruturas moleculares conservadas encontradas em inimeros grupos de microrganismos, 0s
PAMPS (pathogen-associated molecular patterns) (JANEWAY; MEDZHITOV, 2002) que
sdo reconhecidos pelos seus receptores, 0s PRR (pattern recognition receptors), sendo 0s
TLR (toll like receptors) um dos grupos mais importantes. Os TLRs compreendem varios
componentes designados de TLR1 a TLR9, que reconhecem diferentes estruturas moleculares
nos patdgenos, e estdo presentes nas membranas celulares e endocelulares das células da
imunidade inata; h& ainda os receptores do tipo lectinas-c como 0s receptores para manose
(MR), dectina 1 e 2 que reconhecem [B-glucanas e 0s receptores tipo scavenger tambeém
presentes em células da imunidade inata, como neutréfilos (PMN), macrofagos (M) e células
dendriticas (DCs) possibilitando a fagocitose dos patdégenos (AKIRA; UEMATSU;
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TAKEUCHI, 2006; BROWN; GORDON, 2003; GORDON, 2002). Os TLRs séo importantes
em inimeros aspectos na eliminagdo de microrganismos. Sua ativagdo leva a producgdo de
inimeras moléculas de adesdo e estimuladoras, dentre elas as quimiocinas que participam do
recrutamento de fagdcitos para o foco da infecgcdo. A ativacao de DCs, via TLRs, tornam estas
células imunogénicas e com habilidade de induzir a ativagdo de linfocitos T “helper” Thl,
Th2, ou Th17 responsaveis pela resposta imune adaptativa. Por exemplo, os TLR4 de DCs
estimuladas com LPS produzem altos niveis de IL-12 e TNF-a, e baixos niveis de IL-10,
favorecendo a resposta do tipo Thl (REIS E SOUSA, 2004).

Recentemente tém sido descritos novos mecanismos de controle da resposta imune.
Linfécitos reguladores T CD4+ parecem exercer um papel fundamental nos processos de
contencdo de respostas imunes excessivas que podem levar a intensa patologia tecidual, assim
como na manutencdo da tolerdncia a auto antigenos. Ha varias subpopulacdes de células T
reguladoras (Treg), mas dentre elas as chamadas T reguladoras naturais e as T reguladoras
induzidas tém sido as mais estudadas. As células Treg induzidas sdo chamadas de TR1
quando produzem IL-10 ou “T helper 3” (Th3) quando associadas a produg¢do de TGF-p;
podem se desenvolver de células T CD4" convencionais quando expostas a condicdes
estimulatorias especiais tais como a auséncia de sinais co-estimulatorios ou citocinas
desativadoras (BLUESTONE et al., 2003, MILLS et al., 2004). As células Treg naturais sao
originarias do timo, tém o fendtipo CD4"CD25", e representam 5-10% dos linfocitos CD4+
em camundongos e em humanos normais (O’GARRA; VIEIRA, 2004). A expressdo
constitutiva de CD25, CTLA4 e GITR (receptor do fator de necrose tumoral induzido por
glicocorticéide) caracteriza a subpopulacdo Treg natural. Entretanto, a expressdo do fator de
transcricdo FoxP3, necessario para a geracdo destas células, tem sido considerado o melhor
marcador fenotipico das Treg naturais (FONTENOT et al.,, 2005). Estas células sao
especificas para autoantigenos e criticas para a prevencdo de doencgas autoimunes, mas
também exercem um controle efetivo de infeccdes, pois podem reconhecer antigenos de
patogenos (BELKAID et al., 2005). Células Tregs foram caracterizadas como importantes no
aumento da carga fangica em camundongos infectados com Candida albicans, Pneumocystis
carinii e Aspergillus fumigatus. Nestes modelos experimentais, enquanto mantida a infecgéo,
as células Treg limitaram a imunopatologia associada (FELONATO et al., 2012). Sabe-se
ainda que um dos mecanismos inibitorios das células Treg utiliza a molécula co-estimulatdria
CTLA-4 através da sua interacdo com moléculas B7 presentes nas células apresentadoras de

antigenos, em especial as células dendriticas. Essa interacdo induz a expressao da enzima
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indolamina-2,3-dioxigenase (IDO) que hidrolisa o triptofano, dando origem a metabolitos que
inibem a imunidade mediada por linfécitos T (DE LUCA et al., 2013; FALLARINO et al.,
2003).

Vaérios estudos tém demonstrado um importante papel do catabolismo do triptofano e
da producdo de seu metabdlito, a quinurenina, na indugdo da toleréncia periférica a antigenos
(GROHMANN; FALLARINO; PUCCETTI, 2003; MELLOR; MUNN, 1999). Os mamiferos
possuem duas enzimas intracelulares contendo o grupo heme, a indolamina-2,3-dioxigenase
(IDO) e a triptofano-2,3-dioxigenase (TDO) que catalisam o metabolismo oxidativo do
triptofano (TAYLOR; FENG, 1991). Essas enzimas tém diferente padrdo de expresséo, mas
de maneira interessante alguns trabalhos tém demonstrado que a IDO é predominantemente
expressa pela subpopulacdo plasmocitoide de células dendriticas, subpopulacdo esta que
medeia fendmenos imunoregulatorios (FALLARINO et al., 2002; GROHMANN et al., 2001;
MUNN et al., 2002; SHORTMAN; LIU, 2002).

A IDO, e sua atividade nas células da imunidade inata tal como macrofagos, foi
inicialmente associada com a defesa do hospedeiro contra patdgenos tais como Toxoplasma
gondii, Chlamydia psitacci, citomegalovirus (CMV) e na contencéo do crescimento de células
tumorais, por depletar triptofano e limitar a habilidade dos patdégenos ou células de sintetizar
proteinas (SEDLMAYR; BLASCHITZ;WINTERSTEIGER, 2002; TAYLOR; FENG, 1991;
UYTTENHOVE; PILOTTE; THEATE, 2003). A IDO parece exercer duplo papel: a)
apresenta efeito antimicrobiano por inibir o crescimento de microrganismos e possibilitar o
desenvolvimento de infeccBes menos graves, e b) induz imuno-tolerancia aos patdgenos por
ativar respostas imunes regulatérias (BABAN; PENBERTHY; MOZAFFARI, 2010).

A capacidade supressora da IDO sobre uma variedade de tipos celulares do sistema
imune, particularmente linfécitos, tem atraido o interesse de pesquisadores no estudo da
regulagdo da IDO, como uma possivel via de tratamento de vérias doengas como a candidiase
vaginal, encefalomielite autoimune (EAE), artrite reumatoide, cancer, AIDS, Alzheimer,
tolerancia a transplantes, entre outras (BOASSO; SHEARER, 2007; CHOI et al., 2006; DE
LUCA et al., 2013; HAYASHI et al., 2004; KWIDZINSKI; BUNSE; AKTAS, 2005;
LOGAN; SMYTH; EARL, 2002; MELLOR; MUNN, 2004; MUNN; MELLOR, 2007;
SAKURAI et al., 2002; SCHROECKSNADEL et al., 2007; TAYLOR; FENG, 1991).

Frumento et al. (2002) relataram que a atividade de IDO é efetiva na redugdo da
proliferacdo de células CD4" e CD8", bem como de células NK, mas ndo de células B. Este
trabalho sugere também que tanto a deplecdo de triptofano bem como o excesso de
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metabdlitos da via das quinureninas sdo necessarios para que os efeitos antiproliferativos de
IDO sejam completos (MULLEY; NIKOLIC-PATERSON, 2008).

IDO normalmente tem expressdo basal baixa, mas é rapidamente induzida pelo
interferon-y (IFN-y), que controla a ativagdo transcricional de INDO; entretanto, outros
fatores como IL-1p, IL-10, TNF-o e LPS também induzem a expressdo de IDO, porém num
patamar inferior ou de forma sinérgica com IFN-y (MELLOR; MUNN et al., 2004, MUNN;
MELLOR, 2007). O eixo de IFN-y-IDO é considerado um mecanismo filogeneticamente
conservado para restringir o crescimento microbiano e evitar respostas hiper-inflamatorias
potencialmente prejudiciais ao hospedeiro (PALLOTTA et al., 2011).

Ao nivel do mRNA, a transcri¢do de IDO é promovida por fatores como forkhead box
03 (FOXO3) e o fator de regulacdo de interferons (IRF)-8, e é suprimida pela proteina de
ativacdo DNAX12, ao passo que, a nivel pos-translacional, 0 CD28, outro ligante que sinaliza
através das moléculas CD80/CD86 (B7.1/B7.2) inibe IDO via expressdo aumentada de
SOCS3 (sinalizador de supressao de citocinas 3), que liga a IDO levando a ubiquitinacdo e
sua degradacdo rapida (ORABONA et al., 2006, 2008; ZELANTE et al., 2009).

Por outro lado, a atividade funcional de IDO nas células é regulada por varios fatores
bioguimicos tais como a expressdo de iNOS e a biosintese de grupos heme. Citocinas como
IL-6, IL-4 e IL-13 sdo apontadas como supressoras de IDO (ORABONA et al., 2005; YUAN
et al., 1998). Qutras citocinas, como as do eixo IL-17/IL-23 diminuem as atividades efetoras
antifungicas de PMN exatamente por contrapor a ativacdo IFN-y-dependente de IDO, enzima
que limita o comportamento pro-inflamatério de leucécitos PMN contra fungos. Assim, a
sintese de IDO inibe a liberagdo de metaloproteinases e oxidantes de células fagociticas, que
provavelmente contribui para a elevada patologia inflamatéria e destruicdo tecidual associada
com ativacao de células Th17, como explorado nos modelos de doenga granulomatosa crénica
(CGD) e candidiase mucocutanea crénica (CMC) (ZELANTE et al., 2009).

No nivel molecular, a IDO promove a imunoregulagdo em duas maneiras: primeiro, ao
depletar triptofano, IDO ativa a via de resposta ao estresse celular através da GCN2 quinase
(também conhecida como EIF2AK4) e o alvo de rapamicina em mamiferos (mTOR); e
segundo, a enzima produz quinureninas, as quais se ligam naturalmente ao receptor Aril
hidrocarboneto (AHR), potencializando a inducdo de células Tregs (MEDZHITOV et al.,
2011; MEZRICH et al., 2010; MUNN et al., 2005).

A funcdo enzimatica de IDO ¢é induzida principalmente pela ativacdo de DCs
plasmacitdides pelo IFN-y. O IFN-y sinaliza via Jak quinase e os fatores de transcri¢do
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STATS que ativam a sintese de IDO. A IDO ativada leva a deplecéao de triptofano e producéo
de quinureninas que inibem a resposta imune (PALOTTA et al., 2011).

IDO também tem sido descrita como uma molécula de sinalizacdo intracelular em
células dendriticas plasmacitdides (pDCs) quando ativada por TGF-B. Esta funcdo de
sinalizacdo é independente da atividade enzimética (catalitica) de IDO e ocorre através da
fosfolilacdo de dominios ITIMS (imunoreceptores de tirosina de carater inibitério) da IDO
por mecanismo Fyn-dependente. A IDO fosfolirada recruta entdo as fosfatases (SHP-1/SHP-2
— tyrosine phosphatases) e a fosfatase inositol polifosfato (SHIP) que promovem a inducéo da
via ndo canonica do NFkB, desencadeando uma intensa e sustentada expresséo de IDO, TGF-
B, IFN-a ¢ IFN-B; além disso, o complexo de IDO-SHP é necessario para o efeito
tolerogénico sustentado de TGF- sobre o fenétipo de DCs plasmacitéides murinas (MUNN;
MELLOR etal., 2013; PALLOTTA et al., 2011).

A expressdo fenotipica de células Tregs CD4+CD25+Foxp3+ constitutivas em
humanos é mais evidenciada do que em camundongos. DCs imaturas, interagindo com Tregs
constitutivas de uma forma contato-dependente, secretam a citocina imunosupressora IL-10.
Este fato induz células T reguladoras ou supressoras, Trl e Th3, a exercer seus efeitos de
forma contato-independente pela respectiva secrecdo de 1L-10 ou TGF-p (DIECKMANN et
al., 2002; JONULEIT et al., 2000; JONULEIT et al., 2002). Células T reguladoras CD4+ e
CD8+ podem se desenvolver ap6s estimulo primario de DCs plasmacitoides (pDC), um tipo
de células dendriticas caracterizada por expressar marcadores como CD11c*, B220*, GR1" e
mPDCA-1* (marcador especifico de células dendriticas plasmacitéides). Todo esse processo
de regulagéo tem participagéo efetiva da enzima IDO (WANG et al., 2013)

Outro aspecto importante demonstrado sobre a inducdo de IDO foi que o antigeno-4
associado ao linfocito T citotoxico (CTLA-4), ou seu recombinante soltvel sintético CTLA-
41g, na ligacdo com as moléculas co-estimulatérias B7.1 e B7.2 (CD80 e CD86) de células
apresentadoras de antigenos (APCs) induzem a expressao da enzima (GROHMANN et al.,
2002, FALLARINO et al., 2003). Assim, celulas T-regulatorias contendo moléculas CTLA-4
de membrana podem induzir a expressao de IDO em células dendriticas convertendo-as em
células dendriticas tolerogénicas ou regulatorias (ZELANTE et al., 2009).

Fallarino et al. (2006) apoiam a sugestdo que a expressao de IDO pode induzir células
T regulatorias via CTLA-4. Estes autores demonstraram a expansdo de células regulatorias T
CD4" expressando FoxP3 originarias de células T CD4'CD25 niive depois de serem
expostas a deplecdo de triptofano combinada com excesso de quinureninas. Ao mesmo tempo,
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IDO se estabelece como um verdadeiro mecanismo imunoregulador em infecgdes fungicas
provocadas por Candida albicans ou Aspergillus fumigatus, controlando o balango entre
células Th17 e Tregs. Somado a isso € sugerido que IDO e quinureninas, na sua capacidade de
induzir Tregs e inibir Th17, contribuem de forma fundamental para a definicdo da linhagem
celular efetora nas infec¢des fungicas (DE LUCA et al., 2013; ZELANTE et al., 2009).

O composto 1-metil-triptofano (LMT) que compete pela enzima, inibe o efeito da acdo
da IDO, levando a um aumento de células Thl e uma diminuicdo de células Th2 e Tregs.
Mais ainda, por bloquear IDO, 1MT inibe a producdo de quinureninas, que tém sido
mostradas como capazes de reduzir tanto a proliferacdo de células T como NK. Este
mecanismo regulador é dependente de DCs e pode auxiliar no entendimento de como as
células T-regulatérias podem inibir outras células T sem contato celular. A expressdo de IDO
em células apresentadoras de antigenos (APCs) se correlaciona com fraca proliferacdo de
células T, aumento de apoptose e fracas respostas imunoldgicas in vivo (HWU et al., 2000;
FALLARINO et al., 2002; MELLOR et al., 2002; MUNN et al., 1996; MUNN et al., 1999;
MUNN et al., 2002; ROMANI et al., 2005). O inibidor 1MT, que pode ser encontrado nas
formas estereoisémeras L-1MT (levo) e D-1IMT (dextro) ou na mistura racémica DL-1MT,
restaura a proliferacdo de células T, aumenta as respostas destas células durante a gestacao, e
abole processos regulatérios que suprimem as respostas a antigenos tumorais, a auto-
antigenos em doencas auto-imunes e a rejeicdo de aloenxertos (ALEXANDER et al., 2002;
MELLOR et al., 2002; MIKI et al., 2001).

A expressao de IDO, induzida nos sitios inflamatdrios in vivo, principalmente por
IFN-y, é considerada parte da resposta imune do hospedeiro associada a inflamacdes cronicas
e a infeccbes persistentes, tendo como funcdo impedir o crescimento de certos virus,
bactérias, patdgenos intracelulares, e células tumorais via deplecdo de triptofano, 0 menos
abundante de todos os aminoacidos essenciais (BEATTY; BYRNE; MORRISON, 1993;
HAYASHI et al., 2001; MELLOR; MUNN, 2004; PFEFFERKORN, 1984; MACKENZIE;
HADDING; DAUBENER, 1998; SANNI et al., 1998; SILVA et al., 2002; ROTTENBERG;
GIGLIOTTI-ROTHFUCHS; WIGZELL, 2002; TAYLOR; FENG, 1991; THOMAS;
STOCKER, 1999). A diminuicdo da concentracdo de triptofano disponivel pode desempenhar
efeito microbicida sobre patogenos cuja multiplicacdo seja triptofano-dependente, mas,
concomitantemente, pode induzir o controle da resposta imune por células T-regulatdrias o
que pode resultar em respostas imunes menos eficientes que permitiriam a manutencdo dos

patdgenos nos tecidos e a cronicidade da doenga.
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Neste cenério de imunoregulacdo, com participacdo direta da enzima IDO, as células
dendriticas (DCs) s&o reconhecidas como as melhores ativadoras do sistema imunoldgico e
mais ainda, desempenham papel critico na inducdo de tolerancia central, bem como na
inducdo e manutencdo da tolerdncia periférica. Varios sinais estdo envolvidos na
determinacdo da natureza do sinal de interacéo entre células T e as DCs, incluindo a interacéo
antigeno especifica entre o receptor da célula T (TCR) em células T e do peptideo ligado a
molécula do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) em DCs, sinal de contato
mediado por receptores co-estimulatorios ou tolerogénicos, e de citocinas secretadas. Sob
condicBes normais de equilibrio fisioldgico, as DCs mantém a tolerancia por induzir Tregs ou
por causar anergia ou delecdo de células T auto-reativas. A enzima tolerogénica IDO é um
alvo da maioria, sendo de todos os eventos de sinalizacao e se constitui um componente chave
dentro dos mecanismos moleculares responsaveis por programar as DCs para um estado
tolerogénico, tornando-se assim as chamadas DCs IDO+ (ANTIGNANO et al., 2011;WANG
etal., 2013).

Identificadas originalmente por Steinman e Cohn, em 1973, as DCs passaram a
constituir um foco de grande interesse para o desenvolvimento de protocolos de imunoterapia
a partir do momento que se tornou possivel obté-las in vitro em meio de cultura contendo
GM-CSF e IL-4 a partir de mondcitos, e uso de TNF-o para a sua ativagio (BARBUTO,
2004; NEVES et al., 2004; ROMANI et al., 1994; ZHEENG et al., 2004).

As DCs funcionam como sentinelas da vigilancia imunoldgica, um fenémeno que
acontece nos tecidos periféricos, incluindo superficies de mucosas, tais como no pulméo e
intestino (FONG; ENGLEMAN, 2000; MCWILLIAM et al., 1994). No pulmao, as DCs
imaturas estdo localizadas estrategicamente nas vias aéreas e alvéolos distais, onde elas
podem funcionar como sentinelas para antigenos inalados ou circulantes (XIA et al., 1995).

A morfologia das DCs varia de acordo com o0 seu estagio de maturacdo. As DCs
maduras caracterizam-se por uma forma irregular, exibindo numerosos prolongamentos
citoplasmaticos longos e delgados que partem do corpo celular seguindo direcfes variadas. Ja
as DCs imaturas apresentam-se com morfologia arredondada e prolongamentos
citoplasmaticos curtos (ARDAVIN et al., 2001; BANCHEREAU; STEINMAN, 1998;
CIRRINCIONE et al., 2002; HART, 1997; KELLER, 2001).

As DCs imaturas tém alta capacidade de capturar e processar antigenos, mas
apresentam baixa capacidade para estimular células T, devido a baixa expressdo de moléculas

de MHC-II bem como moléculas acessorias tais como CD40, CD54, CD80 e CD86 que sao
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importantes para que aconteca a interagdo entre células apresentadoras de antigenos (APCs) e
células T (MCWILLIAM et al., 1994). AplGs exposicdo das vias aéreas a estimulos
bacterianos ou antigenos soluveis (MCWILLIAM et al., 1994; XIA; PINTO; KRADIN,
1995), as DCs imaturas sdo rapidamente recrutadas para o epitélio pulmonar, permanecendo
no local durante a resposta inflamatoria aguda, periodo em que elas amadurecem e em seguida
migram do pulmdo para os linfonodos drenantes onde irdo sensibilizar as células T. Nesta
fase, as DCs perdem a sua capacidade de capturar e processar antigenos, mas adquirem a
capacidade de estimular células T, sendo caracterizadas como DCs maduras, com alta
expressdo de moléculas de MHC-II, moléculas acessorias (MCWILLIAM et al., 1994) e
grande capacidade de sintese de 1L-12 (BANCHEREAU et al., 2000).

As DCs imaturas também expressam receptores de quimiocinas, tais como CCR1
(ligantes: MIP-1a, MCP-3, MCP-5 e RANTES), CCR2 (ligantes: familia MCP), CCR4
(ligantes: TARC e MDC), CCR5 (ligantes: RANTES, MIP-1a, MIP-1B), CCR6 (ligante:
MIP-3B) e CXCRI (ligante: IL-8), 0s quais sdo responsaveis por conduzi-las para os sitios
inflamatdrios em resposta as quimiocinas secretadas. Por outro lado, as DCs em maturagédo
diminuem a expressao de receptores de quimiocinas inflamatdrias e aumentam a expressao de
CCR7 (BIILYK; HOLT, 1993).

Ferreira et al. (2007), analisando a infeccdo flngica provocada por Paracoccidioides
brasiliensis, demonstrou que as DCs de camundongos suscetiveis (B10.A) a doenca foram
mais fagociticas que as células de camundongos resistentes (A/J). Ainda, depois de fagocitar o
fungo, as DCs ndo foram capazes de exercer atividade fungicida. Quando citocinas e
moléculas co-estimulatorias foram analisadas, foi observado que as DCs de animais
resistentes produziram baixas concentracfes de IL-10, IL-12 e TNF-a ¢ tiveram expressao
aumentada de CD80. Em contraste, nos animais suscetiveis, altas produc¢des de TNF- a e IL-
10 foram encontradas bem como um aumento na expressdo de CD80 e CD54, mostrando
assim que a ligacdo de diferentes receptores na superficie de DCs de camundongos suscetiveis
poderiam levar a perfis especificos de producao de citocinas.

Resultados de nosso grupo mostraram que in vitro as BMDCs de animais resistentes
infectadas com P.brasiliensis diferenciaram-se com grande frequéncia para DCs de perfil
mieléide (CD11c""CD11b*), de caréter predominantemente pro-inflamatério, e
plasmacitéide (CD11c°“B220%), enquanto que em camundongos suscetiveis houve a
expansdo prevalente da subpopulacdo mieléide (CD11c""CD11b*). As DCs miel6ides de
camundongos B10.A sdo altamente pré-inflamatorias (grande producdo de NO e IL-12) mas,
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induzem a apoptose e anergia das células T. Ao contrario, as DCs plasmacitoides de
camundongos A/J expressam e sintetizam principalmente TGF-f, ¢ estdo associadas com a
tolerancia inicial desta linhagem ao crescimento flangico. Apesar disso, as mDCs de
camundongos A/J secretam grandes quantidades de TNF-a e IL-6 induzindo a ativacdo de
linfocitos T com prevaléncia das subpopula¢ées Thl e Th17, acompanhados da expansdo de
células Treg. Assim, o comportamento das DCs é capaz de explicar a anergia da imunidade
celular desenvolvida por camundongos suscetiveis, e a respostas imune eficiente (sem ser

excessivamente pro-inflamatdria) de camundongos resistentes (PINA et al., 2013).

1.1 Justificativa

No modelo murino de infeccdo pulmonar de PCM utilizado em nosso laboratorio,
temos nos dedicado a entender os mecanismos imunoldgicos associados aos fendmenos de
resisténcia e susceptibilidade genética ao P.brasiliensis. J& haviamos demonstrado em
trabalho anterior que a enzima indolamina 2,3-dioxigenase (IDO) participa dos mecanismos
de imunidade inata e adaptativa contra o fungo Paracoccidioides brasiliensis. Pudemos
demonstrar que macrofagos de camundongos suscetiveis e resistentes ao fungo utilizam
mecanismo IDO-mediado para exercer atividade fungicida. Este mecanismo leva a geracdo de
quinureninas, metabdlitos do triptofano produzidos pela acdo da IDO que tém grande
potencial imunomodulador por induzir a inativacdo e morte de linfécitos. Induz também a
diferenciacdo de células T reguladoras através da ativacdo do fator de transcri¢do receptor de
hidrocarbonetos aromaticos (AHR). A deplecdo de triptofano por IDO leva a morte das
leveduras independente da producdo de 6xido nitrico. Além disso, a ativacdo de IDO modula
a producdo de citocinas pro- e anti-inflamatdrias por macrofagos ativados. Em experimentos
in vivo verificamos que a enzima IDO controla a carga fungica, a inflamacgdo dos tecidos
infectados e a expansdo de linfocitos T CD4+ e T CD8+. Além disso, a IDO participa dos
mecanismos de expansdo de células T reguladoras que sdo importantes para o controle dos

processos inflamatdrios teciduais e controle da imunidade.

1.2 Objetivos

Baseado nos dados anteriormente obtidos, este trabalho teve como objetivo
caracterizar o efeito do tratamento com 1MT no fenétipo e comportamento de células
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dendriticas e T reguladoras de camundongos suscetiveis e resistentes a infeccdo pelo
P.brasiliensis. Este estudo foi realizado nas fases precoce (96 horas e 2 semanas) e tardia (8
semanas) da infeccdo. Assim, camundongos foram tratados ou ndo com 1MT e infectados
com Paracoccidioides brasiliensis pela via i.t. Ap6s 96 horas, 2 semanas e 8 semanas de
infecgdo os leucdcitos infiltrantes de pulmdo foram obtidos, as células dendriticas foram
isoladas por “beads” magnéticos revestidos por anticorpos anti-CD11c e estudadas quanto a
caracterizacdo das subpopulagdes das DCs (CD11b*, B220°, CDS8a'), expressio de
marcadores de ativacdo e moléculas co-estimulatorias (CD86, MHC 11, CD40), producdo de
citocinas (IL-12, IL-1B, TGF-B, TNF-a, IL-6), presenca de IDO e citocinas intracelulares
(TNF-a, IL-12, IL-10, TGF-), atividade fungicida e expressdo de mRNA para IDO. Estas
células também foram estudadas quanto a capacidade de ativacdo de linfécitos T naive, a sua
diferenciacdo e producdo de citocinas (IFN-y, IL-2, IL-4, IL-10). Foram também
determinados 0s niveis de expressdo génica de moléculas envolvidas nas fungdes enzimética e
sinalizadora de IDO em células totais do pulméo e também em DCs isoladas de camundongos

resistentes e susceptiveis ao fungo.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Animais

Camundongos isogénicos machos das linhagens A/J resistentes e B10.A suscetiveis ao
P.brasiliensis (CALICH et al., 1985), foram utilizados, ao atingirem 8 a 10 semanas de idade
e separados em grupos de 6 animais por grupo: A/J tratados, A/J controle, B10.A tratados e
B10.A controle. Esses animais foram criados sob condi¢Bes SPF (specific pathogen free) no
Biotério de camundongos isogénicos do Departamento de Imunologia do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de S&o Paulo.

2.2 Fungo

Foi utilizada a cepa virulenta P.brasiliensis 18 (KASHINO et al., 1985). O fungo foi
mantido na sua fase leveduriforme em meio de Fava Netto com passagens a cada sete dias e
incubacdo a 36 °C (FAVA NETTO, 1955).

2.3 Preparo do In6culo de Paracoccidiodes brasiliensis para a Infec¢do Intratraqueal

As células leveduriformes do Paracoccidiodes brasiliensis obtidas apos 1 semana de
cultivo em meio de Fava Netto foram recolhidas e lavadas 3 vezes com solucdo salina
tamponada com fosfatos (PBS, pH 7.2) estéril. A contagem final foi acertada em 2x10’
células viaveis do fungo por ml para inoculacdo i.t., pela contagem em camara de Neubauer e
determinacéo da viabilidade pelo corante Vital Janus Green B. A inoculagéo i.t. envolveu um
procedimento cirdrgico, com prévia anestesia dos animais de acordo com o procedimento
previamente descrito (CANO et al., 1995). Foi feita uma pequena inciséo longitudinal na pele
do pescoco, traqueia foi exposta e o fungo foi administrado em um volume total de 50 ul (1 x
10° células) diretamente na traqueia (CANO et al., 1995).

2.4 Tratamento de Camundongos com 1-Metil-DL-Triptofano (1MT)

O composto 1-Metil-DL-Triptofano (1MT, Sigma Aldrich, Germany), conhecido
inibido da enzima IDO, foi administrado aos camundongos pela via intraperitoneal. Para
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tanto, uma solucdo de 1IMT (5 mg/ml) foi inoculada nos animais desde o primeiro dia da
infeccdo até duas semanas pos-infeccdo nos experimentos de 2 e 8 semanas e nas 96 horas de

infeccdo dos experimentos de curto prazo.
2.5 Preparo de Suspensfes de Leucdcitos Infiltrantes de Pulmao (LIP)

As suspensdes celulares dos pulmdes foram preparadas de acordo com Huffnagle et al.
(1991). Os pulmdes foram removidos e digeridos por 60 minutos em meio RPMI-1640
Medium (Sigma) contendo colagenase (1mg/mL) e DNAse (30 pg/mL). Os eritrocitos foram
lisados com tampdo de lise (cloreto de aménio + TRIS). As células foram contadas e a

viabilidade determinada pela marcacédo de azul de Trypan.
2.6 Purificacao de Células Dendriticas com CD11c+

As células totais dos pulmdes foram colocadas em novos tubos contendo células totais
de 2 camundongos/tubo e assim foi possivel aumentar o rendimento das células purificadas.
As DCs foram assim purificadas por separacdo magnética usando Microbeads (Miltenyi
Biotec, Germany) para isolamento de células CD11c positivas. As células foram contadas e
centrifugadas em centrifuga refrigerada (800 g, 10 minutos, 4 °C). O sobrenadante foi retirado
completamente e o sedimento ressuspendido em 400 pL de tampédo (PBS + BSA 0,5% + 2
mM de EDTA). A seguir foram adicionados 100 pL de microsferas recobertas por anti-
CD11c (Microbeads) para cada 10° de células totais. A mistura foi incubada por 15 minutos
na geladeira (2-8 °C). As celulas foram lavadas adicionando 2 ml de tampdo e centrifugadas a
800 g por 10 minutos. O sobrenadante foi removido e o sedimento foi ressuspendido em 500
pL de tampdo. Esta suspensdo foi passada por colunas de separacdo magnética e, apos a

retirada da coluna, as células dendriticas foram obtidas e utilizadas conforme ensaio abaixo.
2.7 Citometria de Fluxo para Caracterizacdo de Subpopulacdes de Células Dendriticas

Células infiltrantes dos pulmdes (CANO et al., 2000) foram obtidas nos tempos de 96
horas e 8 semanas apés infeccdo de camundongos B10.A e A/J infectados pelo fungo e
tratados ou ndo com 1MT. A concentracdo celular foi ajustada, e as células dendriticas foram

adicionadas & placas de fundo em U na quantidade de 1 x 10° céls/poco. Em seguida, as
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células foram ressuspensas em PBS-azida (0,1%) contendo soro fetal bovino (SFB, 5%). As
placas foram centrifugadas, os sobrenadantes foram dispensados € o Ac marcado (25 pL no
titulo adequado) foi adicionado. Apés incubacdo por 20 minutos em geladeira, as células
foram lavadas, ressuspensas em PBS-azida e transferidas para tubos de leitura de FACS.
Todas as amostras foram mantidas em banho de gelo e protegidas da luz. As células marcadas
foram analisadas em citdmetro de fluxo FACSCanto e software FlowJo (Tree-Star). Foram
usados anticorpos marcados com fluorocromos diferentes (BD Biociences) na combinacao
adequada para a populacdo celular a ser analisada: CD11c, B220, CD86, CD40, MHCII,
CD11b.

2.8 Ensaios de Linfoproliferacdo e Caracterizacdo de SubpopulacGes Celulares

Linfdcitos provenientes do baco de animais B10.A e A/J foram ressuspendidos (1 x
10') em 1 mL PBS-BSA (0,1%) estéril e 1uL de CFSE (carboxyfluorescein diacetate,
succinimidly ester) na concentracdo de 5mM (Molecular Probes, USA). As células foram
incubadas em temperatura ambiente no escuro, por 15 minutos (agitando o tubo
constantemente). As células foram lavadas 2 vezes com 10 mL de meio RPMI suplementado,
contadas e ressuspendidas na concentracéo de 1 x 10°mL. Em paralelo, as DCs purificadas de
ambas as linhagens de camundongos foram centrifugadas e ressuspendidas em meio
suplementado de forma que tivéssemos 1 x 10° células em cada 100 pL. As DCs foram
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irradiadas a 1250 rads (fonte de Césio ") e colocadas em uma placa de 96 pocos (fundo U)

na presenca de linfocitos previamente corados com CFSE em uma relacdo 1:10 (100 pL de
DCs + 100 pL de linfécitos).

Para este ensaio foi preciso realizar alguns controles, tais como:
- Linfécitos corados com CFSE + meio RPMI suplementado (controle)
- DCs purificadas + meio RPMI suplementado (controle)

- Linfécitos + ConA (controle de proliferacao)

2.8.1 Analise da Linfoproliferaco pelo Indice de Proliferacéo (IP)

Para a analise dos dados de proliferacdo, foi criado um indice de proliferacdo (IP),

calculado da seguinte maneira:
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Média geométrica da intensidade de fluorescéncia de linfocitos cultivados isoladamente

Média geométrica da intensidade de fluorescéncia das co-culturas

Este indice permite mensurar a queda na intensidade de fluorescéncia das células marcadas,

que serd tanto maior, quanto maior for o nimero de divisoes.

2.8.2 Caracterizacao de Células TCD4 e TC8 Naive e Ativadas

As células foram incubadas a 37 °C em 5% CO, por 3 dias. Apds o periodo de
incubacdo os sobrenadantes das culturas foram retirados e armazenados a -70 °C para
determinacdo da presenca de algumas citocinas e as células foram marcadas com anticorpos
(CD4, CD8, CD44, CD62L, CTLA-4, GITR e CD25) e submetidas a leitura em citbmetro de
fluxo FACSCanto (Becton-Dickinson, USA). Apb6s a aquisicdo dos dados, estes foram

analisados utilizando o programa FlowJo (Flow Jo Inc, USA).

2.8.3 Caracterizacéo de Células CD4"CD25"FoxP3*

Utilizamos o mesmo protocolo de proliferacdo do item 2,8 e apds o periodo de
incubacdo os sobrenadantes das culturas foram retirados e armazenados a -70 °C para
determinacdo da presenca de algumas citocinas e as células foram marcadas com anticorpos
anti-CD4 e anti-CD25, por 30 minutos a 4 °C. Posteriormente, as células foram lavadas com
tampéo de coloracdo (stainning buffer) contendo 2% de soro fetal bovino, 0,1% de azida, 100
mL de PBS isoténico. A seguir, foi feita a permeabilizacdo da membrana plasmatica com a
adi¢do de 200 pL/poco de Cytofix/Cytoperm (Fixation/Permeabilization Kit BD Biosciences)
em temperatura ambiente por 30 minutos, protegido da luz. Apds a lavagem das células,
realizou-se a permeabilizacdo da membrana nuclear com a utilizacdo de 130 ulL/pogo de
solucao contendo 750 puL de PBS 1x, 250 uL de paraformaldeido 4%, 5 pL. de Tween 20
(Sigma) e as células, entdo, foram incubadas por 30 minutos em temperatura ambiente no
escuro.

Apdbs lavagem das células com PBS (1x) gelado, prosseguiu-se a marcagdo com o

anticorpo especifico para o fator de transcri¢do nuclear Foxp3, diluido a 1/100 em tampéo de
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coloracédo. As células foram incubadas por 30 minutos a 4 °C, posteriormente lavadas com
PBS gelado, fixadas com 2% de paraformaldeido e armazenadas a 4 °C no escuro até analise
por citometria de fluxo. Foram feitos os “gates” primeiramente para linfocitos totais, depois
para linfocitos T CD4", linfécitos T CD4'CD25" ¢ finalmente, o “gate” para linfocitos T
CD4"CD25'Fox P3 .

A aquisicao das células (100.000 eventos) foi feita pelo FACS Canto (BD Pharmingen®,
USA) utilizando o software FACSDiva software (BD Pharmingen). A expressédo do marcador
FoxP3" foi apresentado através da frequéncia de células presente na populagdo de linfdcitos
TCD4"CD25" de cada grupo de ensaio. Apds a aquisicdo dos dados, estes foram analisados
utilizando o programa FlowJo (Flow Jo Inc, USA).

2.9 Culturas de Células Dendriticas Purificadas

O numero total de células foi determinado por contagem em camara de Neubauer,
apos a mistura de 90 pL do diluente Turk e 10 pL da suspensdo celular. A viabilidade da
suspensdo celular foi avaliada utilizando-se o corante Trypan Blue, e foi usada sempre quando
superior a 80%. As suspensdes celulares foram mantidas em gelo para contagem diferencial
de células e entdo centrifugadas a 1200 rpm, a 4 °C por 10 minutos e ressuspensas em 1,0 ml
de meio de cultura (RPMI-1640 Medium) suplementado com 10% de soro fetal bovino. As
células foram ajustadas para 1 x 10° /mL. Um volume de 500 pL de células foi dispensado em
cada poco de placas de cultivo de 24 pocos. As culturas foram incubadas a 37°C em estufa
contendo 5% CO2-95% de ar por 24 horas. Apos este tempo as células foram removidas,
centrifugadas. O sobrenadante foi recolhido para ensaios de éxido nitrico (NO), citocinas e

quinureninas.

2.10 Determinagdo de Unidades Formadoras de Colonias (UFC)

As suspensdes lisadas de DCs ap6s 24 h de cultivo foram plaqueadas (100 ulL/placa)
em meio BHI-&gar contendo 5% de “fator de crescimento do fungo” e 4% de soro eqino,
especial para recuperacdo de P.brasiliensis viaveis (SINGER-VERMES et al., 1993). As
placas foram incubadas a 35 °C e as coldnias contadas diariamente até que nenhum aumento

em UFC fosse observado.
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2.11 Dosagem de NO

A concentracgdo de oxido nitrico nos sobrenadantes das culturas foi medida com o reagente de
Griess (1% sulfanilamida, 0,1% diidrocloreto de naftiletilenodiamina, 2,5% H3PO,), sendo utilizado
um volume de 50 uL do sobrenadante da cultura e igual volume do reagente de Griess. Foram
incubados em temperatura ambiente por 15 minutos e entdo determinada a absorbancia em
equipamento Labsystems Multiskan MCC/340 (leitor). A concentracdo de Oxido nitrico foi

determinada utilizando-se curva padréo padronizada com diferentes concentracdes de nitrito de sédio.
2.12 Dosagem de Quinurenina

Os niveis de quinurenina foram medidos para determinar a atividade da enzima
IDO1, como previamente descrito (CURTI et al., 2010). As culturas de DCs purificadas de
todos os grupos experimentais foram coletadas, lavadas e ressuspendidas em meio Hank’s
suplementado com 500 uM de L-triptofano e entdo incubadas por 4 horas. Sobrenadantes
foram coletados e os niveis de quinurenina foram detectados por ensaio espectrofotométrico.
Para tanto, uma quantidade de 50 pL de acido tricloroacético 30% foi adicionado a 100 pL de
sobrenadante de cultura, vortexado e centrifugado a 8000 g (10000 rpm) por 5 minutos. O
volume de 75 uL deste sobrenadante foi entdo adicionado a igual volume de reagente de
Erhlich (100 mg P-dimetilbenzaldeido, 5 mL de acido acético glacial) em uma microplaca de
96 pocos. Triplicatas das amostras foram colocadas contra uma curva padrdo de
concentragfes de quinurenina (0 - 1000 pg/ml). A densidade optica foi medida a 492 nm

usando equipamento Labsystems Multiskan MCC/340 (leitor).

2.13 Ensaio de RT-PCR

Amostras de células dendriticas purificadas (1 x 10° células) de animais B10.A e A/J,
tratados ou ndo com 1MT, foram centrifugadas e ressuspendidas em 1 mL de reagente de
TRIzol. As amostras homogenizadas foram incubadas por 5 minutos a 15 °C até 30 °C para
permitir uma completa dissociacdo de complexos protéicos. Foram adicionados 0,2 ml de
cloroformio (Merck) por 1 ml de reagente de TRIzol. Os tubos foram vigorosamente agitados
por 15 segundos e incubados por 3 minutos a 15 °C até 30 °C. A seguir as amostras foram
centrifugadas por 15 minutos (12000 x g a 2 — 8 °C). Observou-se entdo uma separacdo do
conteido dos tubos em trés camadas. A fase mais alta continha DNA, a fase intermediaria
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RNA em fase aquosa e uma terceira fase que continha proteina.A fase intermediaria que
continha RNA foi cuidadosamente transferida para um novo tubo eppendorf e o0 RNA foi
precipitado adicionando-se 0,5 mL de alcool isopropilico (Merck, USA) por 1mL de TRIzol.
Os tubos foram incubados por 10 minutos em banho de gelo e centrifugados a 12000 x g, a 4
°C, por 10 minutos.

ApOs desprezar cuidadosamente o sobrenadante adicionamos 1 mL de etanol 75%
(Merck) aos tubos que foram agitados em Vortex e centrifugados a 7500 x g, a 4 °C, por 5
minutos. Em seguida, o sobrenadante foi cuidadosamente desprezado e o sedimento de RNA
pode ser solubilizado com a adicdo de 50 ul de H,O livre de RNAse (Life Technologies,
USA). Em seguida o RNA total foi quantificado utilizando o aparelho Nanodrop (Thermo
Scientific - USA) que mostra a concentragdo de RNA em ng/uL (DO 260/280). Por fim, todas
as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 1% para verificagdo da
integridade do RNA extraido.

Para a obtencédo da fita molde de cDNA a partir do RNA total extraido foi utilizado o
Kit High Capacity RNA-to-cDNA (Applied Biosystems, USA). As amostras foram colocadas
em tubos no aparelho Mastercycler (Eppendorf, USA) e as fitas de cDNA foram obtidas de
acordo com seguinte perfil térmico: 60 minutos a 37 °C e 5 minutos a 95 °C.

Para amplificacdo da fita molde de DNA foi utilizada a técnica de PCR, em que sdo
usadas elevadas temperaturas para separar as moléculas de DNA em duas cadeias simples,
permitindo entdo a ligacdo de oligonucle6tidos iniciadores (primers), também em cadeia
simples obtidos por sintese quimica. Para amplificar uma determinada regido sdo necessarios
dois iniciadores complementares das sequéncias que flanqueiam o fragmento de DNA, nos
seus terminais 3', de modo a permitir a atuacdo da DNA polimerase durante a sintese da
cadeia complementar, usando como molde cada uma das duas cadeias simples constituintes
do DNA que foi amplificada. Em um microtubo eppendorf foi colocado um mix contendo
dNTPs, enzima DNA polimerase, 4gua, tampdo de reacdo com MgCl,, primers sense e
antisense de B-actina e cODNA Em seguida utilizamos o aparelhno Mastercycler que fez a
seguinte ciclagem: 5 min a 95 °C, 1 min a 68 °C e 2 min a 72 °C em 30 ciclos. Para validacdo

do PCR todas as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 1%.
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2.14 Ensaio de PCR em Tempo Real (QPCR)

A expressdo génica para os genes da indolamina-2,3-dioxigenase (IDO), IL-6, IFN-y,
SOCS3 (Suppressor of cytokine signaling 3), NOS2 (Nitric oxide sintase), JAK1, JAK2
(Janus kinase 1 and 2), STAT1 (Signal transducer and activator of transcription), TGF-p,
SHIP (Inositol polyphosphate phosphatase), SHP1, SHP2 (Tyrosine phosphatases 1 and 2),
SMAD2, SMAD3 (Small mothers against decapentaplegic 2 and 3), PI(3)K
(Phosphatidylinositol 3-kinase), IFN-a (Interferon alpha), IFN-B (Interferon beta) e para o
gene enddgeno GAPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenas) foi caracterizada
através da técnica de reacdo de cadeia de polimerase em tempo real (QPCR) (Applied
Biosystems, Foster City, CA). As amostras foram colocadas em microtubos especificos para o
ensaio de gPCR e neles colocamos 2 puL de cDNA das amostras + 10 pL de Tagman PCR
Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Em seguida, os microtubos foram
acondicionados no aparelho Stratagene Mx3500p (Agilent Technologies, USA) que fez a
leitura das amostras de acordo com seguinte perfil térmico: desnhaturacdo a 95 °C por 15
segundos, anelamento a 60 °C por 15 segundos, e extensdo a 72 °C por 15 segundos. As
curvas de fluorescéncia emitidas a partir do ciclo em que 0 gene comegou a Ser expresso
foram obtidas tanto dos genes de interesse como do seu controle enddgeno. As sequéncias dos
primers para Indo (MmO00492506_m1), il6 (Mm00446190_m1), ifng (Mm01168134_m1),
socs3  (MmO00545913 s1), Nos2 (Mm00440502_m1), Jakl (MmO00600614 m1), Jak2
(Mm01208489 _m1), Statl (Mm00439531_m1), Tgfbl (Mm01178820_m1), Inpp5d (Ship -
MmO00494987_m1), NrOb2 (Shpl - MmO00442278_m1), Ptpnll (Shp2 - Mm00448434_m1l),
Smad2 (Mm00487530_m1), Smad3 (Mm01170760_m1), Pik3rl (PI13K - Mm00803160_m1),
Ifnal (MmO03030145 gH), Ifnbl (MmO00439552 s1) e o gene enddgeno, transcritos em todos
os tipos de células, GaPDH (Mm99999915 g1), foram obtidos de ensaios prontos da Applied
Biosystems. Os resultados foram apresentados como expressao relativa entre 0 mRNA do
gene alvo e MRNA de GaPDH (raz&o). Os dados normalizados de mRNA foram expressos
como o mRNA relativo de camundongos infectados versus camundongos infectados e
tratados com 1MT.
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2.15 Avaliacéo Intracelular de Citocinas por Citometria de Fluxo

As DCs obtidas dos pulmdes como descrito no item 5 foram ajustadas para um total
de 1x106 células e mantidas em meio contendo PMA 100 ng/mL, lonomicina (500 ng/mL) e
tratadas com Monensina ou Brefeldina (1/1000) durante 6 horas. A seguir, as células foram
marcadas com anticorpos previamente titulados para CD11c (PercP), IDO (Alexa), IL-10
(Pacific Blue), TNF-a (PE-Cy7), IL-12 (APC) e TGF-B (PE). O numero de células ¢ a
frequéncia de cada uma das citocinas foi analisada no FACSCanto (BD Pharmigen) dentro do
“gate” da populagdo duplo-positiva. Apo6s a aquisicdo dos dados, estes foram analisados
utilizando o programa FlowJo (Flow Jo Inc, USA).

2.16 Caracterizacao de Citocinas por ELISA

A dosagem de citocinas de algumas citocinas foi realizada no sobrenadante do cultivo
de DCs e do co-cultivo de DCs e linfécitos. A presenca e concentracdo de citocinas foram
determinadas por testes de ELISA de captura utilizando-se pares de AcM para cada citocina
murina (BD Bioscience ou Ebiosciences). As concentracfes previamente determinadas para
cada um dos AcM primério e secundario no ELISA, contra cada citocina, foram previamente
determinadas em nosso laboratorio.

Foi utilizada metodologia preconizada pelo fornecedor (BD Bioscience, USA ou
Ebiosciences, USA) e adaptadas para o nosso laboratorio como descrito por Cano et al.
(1998). As concentragOes de cada citocina foram determinadas tendo como base a reta de
regressdo linear feita para a curva-padrdo obtida com o padrdo adequado de citocina

recombinante.
2.17 Analise Estatistica
As comparagdes entre os diferentes tratamentos foram feitas utilizando teste t de

Student e ANOVA one way com p0s-teste de Tukey. Foi utilizado o programa Prisma 6.0

(GraphPad Software, USA). Como nivel de significancia foi considerado p<0,05.
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3 RESULTADOS

3.1 Estudo do Efeito da Inibicédo de IDO na Atividade Fungicida de Células Dendriticas (DCs)

Obtidas apds 96 horas, 2 e 8 Semanas de Infeccdo por P.brasiliensis

Inicialmente estudamos a influéncia do tratamento de camundongos com 1-metil-
triptofano (LMT) no namero de fungos recuperados nas culturas de DCs dos camundongos
A/J e B10.A ap6s 96 horas, 2 e 8 semanas de infeccdo com P.brasiliensis. As células
dendriticas (1 x 10° cels) oriundas de camundongos infectados, tratados ou ndo com 1IMT
foram cultivadas por 24 horas em placas de 24 pocos. Verificamos que ap6s 96 horas de
infeccdo as DCs de camundongos A/J e B10.A apresentaram resultados semelhantes aos
encontrados nas DCs de animais infectados por duas semanas, ou seja, o0 tratamento com 1MT
levou a maior recuperacao de fungos das DCs. Estes dados sugerem que as DCs de ambas as
linhagens utilizam mecanismo IDO-mediado para conter o crescimento de P.brasiliensis. Este
efeito é perdido nas infecgbes de 8 semanas, uma vez que o tratamento com 1MT foi
interrompido ap6s duas semanas. Neste caso, mesmo com um ndmero maior de fungos
recuperados ndo encontramos diferencas entre os grupos (Figura 1A). Quanto a producdo de
oxido nitrico (NO) no tempo de 96 horas p6s-infec¢do (p.i.), foi encontrada uma maior sintese
de NO nas DCs de animais suscetiveis do grupo controle comparado com o tratado com 1MT.
Ja ap0ds duas semanas de infeccdo o tratamento com 1MT levou as DCs de ambas as linhagens
estudadas a produzirem niveis mais baixos de NO que os controles. Os dados de producao de
NO indicam que nos tempos de 96 h e 2 semanas este mediador poderia contribuir para o
controle da carga fangica mediado por IDO. Quando analisamos o comportamento de DCs da
oitava semana ndo encontramos nenhuma alteracdo significante nos niveis de NO entre 0s
grupos (Figura 1B).

Estudamos ainda nas culturas de DCs a producdo de quinureninas. Este metabolito é
originado a partir do catabolismo do triptofano depois da acdo da enzima IDO. Os
sobrenadantes das culturas de DCs de B10.A e A/J foram avaliados e detectamos que houve
menor producdo de quinurenina nos grupos de DCs de animais tratados com 1MT quando
comparados com o sobrenadante de DCs de animais controle, tanto as 96 horas como em 2
semanas poés-infeccdo. J& na oitava semana, houve reducdo na producdo de quinurenina,

contudo ndo houve diferenca significativa entre os grupos avaliados (Figura 1C).
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Realizamos ainda um ensaio para monitorar a expressao de mRNA de IDO usando a
técnica de Real Time em tempo real (qQPCR) como demonstrado na Figura 1D. O RNA total
foi extraido das DCs purificadas dos dois grupos experimentais. Logo ap0s, realizamos a
sintese de cDNA a partir do RNA extraido. A finalidade da conversdo de mRNA para cDNA
é sua estabilidade. Este cDNA foi usado para ensaio de PCR utilizando primers sense e
antisense de p-actina. Em seguida, a expressédo génica de IDO (Indo) foi quantificada usando
como controle enddgeno o gene GapDH (gliceraldeido-3 fosfato desidrogenase). Como
podemos verificar na figura 1D, 96 horas e também 2 semanas p.i., 0 tratamento com 1MT
levou a diminuicdo acentuada da expressao relativa de mMRNA de IDO em comparagao ao seu
grupo controle, tanto em camundongos A/J como B10.A. J& na oitava semana, h& uma maior

expressao dos niveis de IDO em todos os grupos, sem ocorrer contudo, diferenca entre eles.
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Figura 1 - Efeito da inibicdo de IDO por 1IMT na atividade fungicida, producéo de NO e
quinureninas e, expressao relativa de mRNA de IDO de DCs obtidas ap6s 96
horas, 2 e 8 semanas de infecgdo
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Recuperacdo de fungos vidveis Unidades Formadoras de Coldnias — UFC/ml (A), producdo de NO (B) e de
quinurenina (C). As culturas de DCs de camundongos A/J e B10.A tratados ou ndo com 1MT in vivo foram
cultivadas em meio RPMI por 24 horas e o nimero de fungos viaveis foi caracterizado no sedimento de células
lisadas enquanto que os niveis de quinurenina e NO foram determinados nos sobrenadantes de cultivo. Expressao
relativa de mRNA de IDO em DCs de camundongos B10.A e A/J, tratados ou ndo com 1MT (D). O nivel de
transcricdo do gene Indo foi determinado por real-time PCR. O asterisco (*) representa diferenca estatisticamente
significante dentro de cada linhagem (*P<0,05, **P< 0,01 e ***P< 0,001) e a cerquilha (#) representa a diferenca
entre as linhagens (*P<0,01 e **P< 0,001).
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3.2 Caracterizacdo Fenotipica de Células Dendriticas (DCs) no Curso da Infeccéo.

Camundongos A/J e B10.A tratados ou ndo por 1MT foram infectados i.t. com um
milhdo de leveduras do P.brasiliensis. Apos 96 horas, 2 e 8 semanas de infeccdo as DCs
obtidas do pulméo destes animais foram purificadas usando separacdo magnética por esferas
conjugadas com anti-CD11c”. As células foram analisadas quanto a expressdo de moléculas
de superficie por citometria de fluxo.

A analise do perfil fenotipico das DCs destes experimentos foi feita no aparelho FACS
Canto Il (BD Biosciences) a partir das DCs pulmonares marcadas com anticorpos conjugados
a isotiocinado de fluoresceina (FITC), ficoeritrina (PE), pacific blue (PB), aloficocianina
(APC), ficoeritrinaCy7 (PE-Cy7), aloficocianinaCy7 (APC-Cy7) e ficoeritrinaCy5 (PerCP-
Cy5) na combinagdo adequada. Considerando o “gate” de tamanho (FSC) e granulosidade
(SSC), identificamos no quadrante de células duplo positivas CD11c*CD11b" as DCs do tipo
mieldide, no CD11c'B220" as DCs chamadas de plasmocitoides e ainda as células duplo
positivas CD11¢"CD8", as DCs linféides (O’GARRA; TRINCHIERI, 2004; WU; LIU, 2007)
(Figura 2). Recentemente, as analises das subpopulacbes de células dendriticas receberam
uma caracterizacdo mais especifica no quadrante de células duplo positivas (high e low),
permitindo uma caracterizacdo de acordo com a quantidade de fluorocromo emitida pela
populacdo alocada em cada setor deste quadrante. Dessa forma, as células dendriticas
convencionais ou mieldides sdo identificadas como CD11¢""CD11b*, as plasmacitoides sdo
CD11c¢"°"B220" e as linféides sdo as que apresentam CD11c""CD8" (DARO et al., 2000;
GAUTIER et al., 2009; JOHANNS et al., 2010; SUZUKI et al., 2004). Por sua vez, 0s
marcadores de ativacio e moléculas co-estimulatérias (la“, CD86, CD40) foram
caracterizados pela mediana da intensidade de fluorescéncia (MFI) utilizando o quadrante de
células duplo positivas para 0 marcador CD11c” e o marcador em questéo.

Nossos resultados mostraram que a infeccdo com o fungo P.brasiliensis por 96 horas,
2 e 8 semanas induz a maturacdo das DCs com aumentos da expressdo das moléculas co-
estimulatorias. Na figura 2 pode-se observar que em ambas as linhagens de camundongos ha
um predominio de expansdo de DCs mieldides, seguido das DCs plasmacitdides, enquanto as
DCs linfdides aparecem em pequena quantidade. Esse fato e € evidenciado quando analisamos
0 numero total de DCs de cada subpopulagéo nos trés tempos de infeccdo observado nas 96 h
e 2 semanas de infeccdo. Este aumento no nimero absoluto de DCs apds o tratamento com

1MT deve-se, provavelmente, ao aumento do afluxo celular para os pulmdes, uma vez
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diminuida a atividade supressora de IDO.

Verificamos também que, em 96 horas e 2 semanas de infeccdo, houve uma
diminuicdo significativa da frequéncia de DCs mieléides CD11c""CD11b*, em camundongos
A/J e B10.A tratados com 1MT quando comparados aos camundongos controle. Este fato se
repete também quando analisamos os outros perfis de células dendriticas. Assim, pudemos
verificar que o tratamento com 1MT favoreceu o aumento no numero absoluto de DCs nas
duas linhagens, devido ao aumento do numero de células que afluiu aos pulmdes em
decorréncia da maior resposta imune que se estabelece nos animais tratados. Ja no tempo de 8
semanas apos a infec¢do com P.brasiliensis verificamos que ndo houve diferenca estatistica
significante entre os grupos (Figuras 2B, 2D e 2F).

Analisamos entdo a ativacdo destas células através da mediana de intensidade de
fluorescéncia (MIF) num “gate” de DCs totais (CD11c’) através da expressio  dos
marcadores 1AX, CD86, CD11b e CD40. Verificamos que em DCs de camundongos A/J e
B10.A houve menor expressio de IAX (96 h e 2 semanas), CD86 (96 h), CD11b (96 h, 2
emana) e CD40 (96 h, 2 e 8 semanas) nos grupos tratados com 1MT. Na oitava semana p.i.
(pés-infecgdo), camundongos B10.A tratados expressaram também menores niveis de 1AX,
CD11b e CD40. Quando comparamos 0s grupos controles das duas linhagens estudadas,
observamos que as 96 h p.i. nos camundongos resistentes houve maior expressao dos
marcadores IAX, CD86 e CD40 do que nos camundongos suscetiveis. J4 em relacdo ao
CD11b as DCs oriundas de animais B10.A mostraram maior valor de MIF quando
comparadas as DCs de A/J. De forma diferente, observamos que no tempo de 2 semanas pés-
infeccdo os animais resistentes, tratados ou ndo com 1MT, expressaram maior intensidade dos
marcadores IAX, CD11b e CD40 quando comparados com os animais suscetiveis (Figura 3).
Na oitava semana p.i., verificamos uma redu¢do muito acentuada da mediana de intensidade
de fluorescéncia dos marcadores de ativagdo IA* e CD11b em relagdo as 96 h p.i. e aumento
de CD40. Na comparacéo entre as linhagens no tempo de 8 semanas, as DCs de camundongos
A/J apresentaram MFI de IAX e CD86 maiores que as de camundongos suscetiveis. De forma
equivalente ao observado aos tempos agudos, os camundongos B10.A expressaram maiores
valores de CD11b do que os camundongos A/J. Outro dado que nos chamou a atencéo foi o
aumento de praticamente 6 vezes na expressdo do marcador CD40 nas duas linhagens apos 2
semanas de infeccdo e de 9 vezes na oitava semana, tanto para animais tratados como para

animais controle.
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Para aprofundar nosso estudo fizemos uma analise dos marcadores de ativagdo em
DCs levando em consideracdo os fenétipos mieldide (mDC), plasmacitdide (pDCs) e linféide;
usamos os “gates” das sub-populacdes CD11c’CD11b*, CD11c'CD8" e CD11c¢'B220", e
analisamos a expressdo dos marcadores IAX, CD86 e CD40. Pudemos comprovar que o
tratamento com 1MT interfere de forma marcante na diminuicdo da expressdo destes
marcadores nos trés perfis fenotipicos, em todos os tempos de infeccdo estudados (Figuras 4,
5 e 6). Vimos que a expressdo dos marcadores IAX, CD86 e CD40 nas DCs miel6ides
(CD11c*CD11b") em 96 horas e 2 semanas, medidos por MFI, sdo estatisticamente menores
nas DCs oriundas de grupos tratados com 1MT. Em contrapartida, em 8 semanas de infecgédo
as diferencas foram mantidas apenas nas DCs de camundongos suscetiveis apds tratamento
com 1MT, excetuando-se o marcador CD86 em A/J, que também diminuiu neste tempo de
infeccdo. Novamente o marcador CD40 ap6s a oitava semana apresentou valores de MIF
maiores que 0s de tempo curto.

Analisamos também as DCs linféides (CD11¢*CD8") e verificamos que 96 horas ap0s
a infeccdo de camundongos B10.A e A/J o tratamento com 1MT levou & diminuicéo de IA",
CD86 e CD40. De forma semelhante, as diminui¢cBes ocorreram nos animais submetidos a
tratamento com 1MT ap0s 2 semanas de infeccdo, chamando a aten¢do a queda acentuada da
mediana de intensidade de fluorescéncia nos marcadores dos animais resistentes. Na oitava
semana, foram verificados baixos niveis de IAX, CD86 e CD40 nas DCs de ambas as
linhagens de camundongos e ndo houve diferenca entre 0s grupos.

Por fim, fizemos a analise de DCs plasmacitoides. Nos tempos de 96 horas e 2
semanas, 0 tratamento com 1MT nos camundongos A/J e B10.A levou a diminuicdo da
intensidade de fluorescéncia dos marcadores de ativagdo estudados. Na oitava semana, vimos
aumento de CD86 em camundongos B10.A e A/J e diminuicdo significativa de CD40 em A/J.
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Figura 2 - Efeito do tratamento com 1MT no namero e frequéncia de células das sub-
populacdes de DCs obtidas dos pulmdes de animais A/J e B10.A, tratados ou
nao com 1MT apds 96 horas, 2 semanas e 8 semanas de infecgdo
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6
infeccdo com 1 x 10 leveduras vidveis de P. brasiliensis por via i.t. As DCs foram obtidas por fracionamento
com esferas magnéticas contendo anti-CD11c e a frequéncia foi determinada por citometria de fluxo. As DCs

high |
mieldides foram caracterizadas como CD11c ¢ CD11b+, as plasmacitoides como CDllc B220 e as

high .
linféides CD11c CD8+ Os dados representam a média + EPM de 3 experimentos independentes sendo que
0 asterisco (*) representa diferenca estatisticamente significante dentro de cada linhagem (*P<0,05, **P< 0,01
e ***P< 0,001) e a cerquilha (#) representa a diferenca entre as linhagens (“P<0,05, *P<0,01 e **P< 0,001).



46

Figura 3 - Mediana da Intensidade de Fluorescéncia (MFI) de diferentes marcadores de

MFI

ativacao (IAK, CD86, CD11b, CD40) em DCs obtidas dos pulmdes de animais
A/J e B10.A tratados ou ndo com 1IMT ap0s 96 horas, 2 semanas e 8 semanas
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A mediana da intensidade de fluorescéncia foi determinada por citometria de fluxo e as DCs isoladas
por “magnetic beads”. Os dados representam a média + EPM de 3 experimentos independentes sendo
que o asterisco (*) representa diferenca estatisticamente significante dentro de cada linhagem
(*P<0,05, **P< 0,01 e ***P< 0,001) e a cerquilha (#) representa a diferenca entre as linhagens
(*P<0,05, #P<0,01 e **P< 0,001).
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Figura 4 - Mediana da Intensidade de Fluorescéncia (MFI) de DCs miel6ides
(CD11¢"CD11b") apresentando diferentes marcadores de ativagdo em
células obtidas dos pulmdes de animais A/J e B10.A tratados ou ndo com
1IMT apds 96 horas e 8 semanas de infeccao
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A mediana da intensidade de fluorescéncia foi determinada por citometria de fluxo. Os dados representam a
média + EPM de 3 experimentos independentes sendo que o asterisco representa diferenca estatisticamente
significante dentro de cada linhagem (*P<0,05, **P< 0,01 e ***P< 0,001) e a cerquilha (#) representa a
diferenca entre as linhagens (*P<0,05, *P<0,01 e **P< 0,001).
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Figura 5 - Mediana da Intensidade de Fluorescéncia (MFI) de DCs linfoides
(CD11c+CD8+) apresentando diferentes marcadores de ativacdo em
células obtidas dos pulmdes de animais A/J e B10.A tratados ou ndo com
1MT apo6s 96 horas, 2 semanas e 8 semanas de infeccéo
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A mediana da intensidade de fluorescéncia foi determinada por citometria de fluxo. Os dados representam a
média £ EPM de 3 experimentos independentes sendo que o asterisco representa diferenca estatisticamente
significante dentro de cada linhagem (*P<0,05, **P< 0,01 e ***P< 0,001) e a cerquilha (#) representa a
diferenca entre as linhagens (*P<0,05, #P<0,01 e **P< 0,001).
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Figura 6 - Mediana da Intensidade de Fluorescéncia (MFI) de DCs plasmacitdides
(CD11c+B220low) apresentando diferentes marcadores de ativacdo (I1AK,
CD86 e CD40) em ceélulas obtidas dos pulmdes de animais A/J e B10.A
tratados ou ndo com 1MT ap6s 96 horas, 2 semanas e 8 semanas de
infeccéo
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A mediana da intensidade de fluorescéncia foi determinada por citometria de fluxo. Os dados representam a
média + EPM de 3 experimentos independentes sendo que o0 asterisco representa diferenca estatisticamente
significante dentro de cada linhagem (*P<0,05, **P< 0,01 e ***P< 0,001) e a cerquilha (#) representa a
diferenca entre as linhagens (*P<0,05, *P<0,01 e **P< 0,001).
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3.3 Efeito do 1MT na Producéo de Citocinas por DCs de Camundongos B10.A e A/J

3.3.1 Efeito na Producéo de IL-12

A andlise dos niveis da citocina IL-12 medidos dos sobrenadantes apos 24 horas de
cultivo de DCs de camundongos resistentes A/J e suscetiveis B10.A, oriundos de infeccéo por
P.brasiliensis, tratados ou ndo com 1MT nos tempos de 96 horas, 2 e 8 semanas, estdo
demonstrados na figura 7.

Em nossos resultados, como observado em trabalhos anteriores (PINA et al., 2013), foi
verificada uma maior producdo de IL-12 pelas DCs provenientes de animais suscetiveis
comparadas as dos animais resistentes. Mais ainda, o tratamento com 1MT levou a um
decréscimo na producdo de IL-12 em ambas as linhagens nos trés tempos de infeccdo por
P.brasiliensis. Em resumo, o maior efeito do tratamento com 1MT foi a inducdo de menores

niveis de IL-12 por DCs de camundongos B10.A e A/J infectados com o P.brasiliensis.

Figura 7 - Efeito do tratamento com 1MT nos niveis de IL-12 nas culturas de DCs de
animais A/J e B10.A apds 96 horas, 2 e 8 semanas de infeccéo
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Efeito do tratamento com 1MT nos niveis de IL-12 nas culturas de DCs de animais A/J e B10.A ap0s

96 horas, 2 e 8 semanas de infec¢do com 1 x 106 leveduras viaveis de P. brasiliensis por via i.t.,
tratados ou ndo com 1MT. Os dados representam a média + EPM de 3 experimentos independentes
sendo que o asterisco representa diferenca estatisticamente significante dentro de cada linhagem
(*P<0,05 e **P< 0,01 e a cerquilha (#) representa a diferenca entre as linhagens (“P<0,05, *P<0,01 e
"p< 0,001).
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3.3.2 Efeito na Producéo de IL-1p

Os resultados da analise dos niveis da citocina IL-1B medidos dos sobrenadantes apos
24 horas de cultivo de DCs estdo mostrados na figura 8. Comparado a seus grupos controle,
houve menor expressdo da citocina IL-1p nas culturas de ambas as linhagens infectadas com
fungo e tratadas com 1MT, nos trés tempos de infeccdo. J& quando observamos os resultados
entre as linhagens vimos que nas 2 e 8 semanas p.i. 0s camundongos B10.A apresentaram

niveis significantemente menores de IL-1p que os camundongos A/J.

Figura 8 - Efeito do tratamento com 1MT nos niveis de IL-1p nas culturas de DCs de
animais A/J e B10.A apds 96 horas, 2 e 8 semanas de infec¢ao
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Efeito do tratamento com 1MT nos niveis de IL-1p nas culturas de DCs de animais A/J e B10.A

apos 96 horas, 2 e 8 semanas de infecgdo com 1 x 106 leveduras viaveis de P. brasiliensis por
via i.t., tratados ou ndo com 1MT. Os dados representam a média + EPM de 3 experimentos
independentes sendo que o asterisco (*) representa diferenca estatisticamente significante
dentro de cada linhagem (*P<0,05 e **P< 0,01) e a cerquilha (#) representa a diferenga entre as
linhagens (“P<0,05, #P<0,01 e **P< 0,001).
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3.3.3 Efeito na Producéo de TNF-«

Os resultados dos niveis da citocina TNF-a estdo mostrados na figura 9.

O tratamento com 1MT levou a um aumento da concentracdo de TNF-a nas linhagens
resistente e suscetivel, nos tempos de infec¢do estudados, sendo que a maior producdo dessa
citocina ocorreu nos camundongos A/J nos tempos de 2 e 8 semanas p.i.. Quando
comparamos as linhagens estudadas vimos que apenas 2 semanas poés-infeccdo houve

diferenca, sendo a maior producéo realizada pelos camundongos A/J.

Figura 9 - Efeito do tratamento com 1MT nos niveis de TNF-a nas culturas de DCs de
animais A/J e B10.A apds 96 horas, 2 e 8 semanas de infec¢ao
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Efeito do tratamento com 1MT nos niveis de TNF-a nas culturas de DCs de animais A/J e B10.A ap6s

96 horas, 2 e 8 semanas de infeccdo com 1 x 106 leveduras viaveis de P. brasiliensis por via i.t.,
tratados ou ndo com 1MT. Os dados representam a média + EPM de 3 experimentos independentes
sendo que o asterisco representa diferenca estatisticamente significante dentro de cada linhagem
(*P<0,05 e **P< 0,01) e a cerquilha (#) representa a diferenca entre as linhagens (*P<0,05, #P<0,01 e
"p< 0,001).
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3.3.4 Efeito na Producéo de TGF-p

Comparadas a seus grupos controle, houve menor producdo da citocina TGF-p nas
culturas de DCs da linhagem suscetivel, previamente tratadas in vivo com 1MT. Ja nas
culturas de camundongos A/J obtidas de animais tratados com 1MT foi observada uma
diminuicdo na sintese de TGF-B apenas no tempo de oito semanas pés-infec¢do (Figura 10).
Pudemos também verificar maior producdo de TGF-B por camundongos A/J controle em
todos os tempos de infeccdo estudados. Pudemos anda comprovar que entre as linhagens as
diferencas se concentraram nos tempos de 96 horas e 2 semanas. Na oitava semana ndo houve

diferenga entre as linhagens.

Figura 10 - Efeito do tratamento com 1MT nos niveis de TGF-$ nas culturas de DCs de
animais A/J e B10.A apds 96 horas, 2 e 8 semanas de infec¢ao
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Efeito do tratamento com 1MT nos niveis de TGF-p nas culturas de DCs de animais A/J e B10.A

apos 96 horas, 2 e 8 semanas de infecgcdo com 1 x 106 leveduras viaveis de P. brasiliensis por via
i.t., tratados ou ndo com 1MT. Os dados representam a média + EPM de 3 experimentos
independentes sendo que o asterisco representa diferenca estatisticamente significante dentro de
cada linhagem (*P<0,05 e **P< 0,01) e a cerquilha (#) representa a diferenca entre as linhagens
("P<0,05, #P<0,01 e **P< 0,001).
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3.3.5 Efeito na Producéo de IL-6

Os niveis da citocina IL-6 medidos nos sobrenadantes de cultivo de 24 h de DCs estdo
apresentados na figura 11.

Os resultados mostraram que as DCS de camundongos B10.A controle, nos tempo de
96 horas e 2 semanas, apresentaram niveis de IL-6 muito mais significativos que seu grupo
tratados com 1MT. Nos resultados entre as linhagens, quando comparados com 0s animais
AJJ os valores foram ainda mais expressivos. Na oitava semana observamos diminuicéo de e

A/J e B10.A, controle e tratado, com diferenca estatistica.

Figura 11 - Efeito do tratamento com 1MT nos niveis de IL-6 nas culturas de DCs de
animais A/J e B10.A apds 96 horas, 2 e 8 semanas de infec¢ao
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Efeito do tratamento com 1MT nos niveis de IL-6 nas culturas de DCs de animais A/J e B10.A

apos 96 horas, 2 e 8 semanas de infecgdo com 1 x 106 leveduras viaveis de P. brasiliensis por via
i.t., tratados ou ndo com 1MT. Os dados representam a média + EPM de 3 experimentos
independentes sendo que o asterisco representa diferenca estatisticamente significante dentro de
cada linhagem (*P<0,05 e **P< 0,01) e a cerquilha (#) representa a diferenca entre as linhagens
(*P<0,05, #P<0,01 e *P< 0,001).
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3.4 Caracterizacdo de IDO e das Citocinas Intracelulares de DCs Purificadas de
Camundongos Suscetiveis e Resistentes apds 96 Horas, 2 Semanas e 8 Semanas de
Infeccdo por P.brasiliensis

Camundongos A/J e B10.A foram infectados i.t. com um milh&o de leveduras do P.brasiliensis.
Apo6s 96 horas, 2 e 8 semanas de infeccdo as DCs obtidas do pulmdo destes animais foram
purificadas usando separagio magnética por esferas conjugadas com anti-CD11c”. As células foram
analisadas quanto a presenca intracelular de citocinas (TNF-a, IL-12, TGF-$ e IL-10) e da enzima

IDO por citometria de fluxo apds serem marcadas com anticorpos conjugados a fluorocromos.

3.4.1 Detecgédo de IDO*

Analisando a presenca intracelular de IDO nas DCs de animais tratados ou ndo com 1MT
nos tempos de infec¢do acima descritos, observamos que, 96 horas pos-infec¢do o nimero e a
frequéncia de células DCs IDO* nos animais controle de ambas as linhagens foram
significantemente maiores do que nos animais submetidos ao tratamento com o inibidor da
enzima, o IMT. Na segunda semana de infec¢cdo, observamos o mesmo padrdo de nimero e a
frequéncia de células DCs IDO" nos camundongos controle A/J e B10.A que sempre foram
maiores do que aqueles tratados com 1MT. Da mesma forma, como nos resultados de expressao
de mRNA de IDO, o nimero e a frequéncia das células IDO* foram maiores nos animais
resistentes comparados aos grupos de animais suscetiveis (Figuras 12A, B).

Ja na oitava semana verificamos uma diminuicio no nimero e frequéncia de DCs IDO*
nas duas linhagens estudadas, destacando que neste tempo de infeccdo a frequéncia de células
IDO" em animais B10.A controle foi maior que em animais A/J controle (Figura 12B)
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Figura 12 - Nimero e frequéncia de DCs IDO+ obtidas dos pulmdes de animais A/J e
B10.A tratados ou ndo com 1MT apds 96 horas, 2 e 8 semanas de infeccdo
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Numero (A) e frequéncia (B) de DCs I(!DO* obtidas dos pulmdes de animais A/J e B10.A apds 96 horas,
2 e 8 semanas de infeccdo com 1 x 10 leveduras viaveis de P. brasiliensis por via i.t.., tratados ou ndo
com 1MT. O namero e a frequéncia de células foram determinados por citometria de fluxo. Os dados
representam a média + EPM de 3 experimentos independentes sendo que o asterisco representa
diferenca estatisticamente significante dentro de cada linhagem (*P<0,05, **P< 0,01 e ***P< 0,001) e
a cerquilha (#) representa a diferenca entre as linhagens (**P< 0,001).



57

3.4.2 Deteccdo de TNF-a"

Quando analisamos a producdo intracelular de TNF-a pelas DCs purificadas de
leucdcitos do pulmao verificamos que o nudmero de células contendo TNF-a foi
significativamente maior nas DCs de animais suscetiveis e resistentes tratados com 1MT, ap6s
96 horas e também na segunda semana p.i., mas ndo vimos essa diferenga na oitava semana
(Figura 13A). Contudo, aos resultados mais expressivos foram encontrados na frequéncia de
células CD11c"TNF-o'. Nas primeiras 96 horas de infeccio os grupos controle tiveram uma
maior frequéncia deste tipo celular comparado aos seus grupos tratados em ambas as linhagens
estudadas. J& a segunda semana p.i. mostrou que nas DCs de camundongos controle de ambas as
linhagens foi maior quando comparada aos animais tratados com 1MT. Contudo na oitava
semana, foi obtido maior frequéncia de DCs expressando TNF-a intracelular nas DCs dos grupos
controles de camundongos B10.A (Figural3B). Ja na compara¢do dos resultados de producéo de
TNF-a entre as linhagens observamos que houve diferenca na frequéncia de células
CD11c'TNF-a'entre os camundongos A/J e B10.A tratados com 1MT neste tempo mais longo

de infeccéo.
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Figura 13 - Numero e frequéncia de DCs TNF-a" obtidas dos pulmdes de animais A/J e
B10.A tratados ou ndo com 1MT apds 96 horas, 2 e 8 semanas de infeccdo
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Anélise da produgdo de citocina intracelular TNF-o de DCs em células obtidas dos pulmdes de animais A/J e

B10.A apds 96 horas, 2 e 8 semanas de infeccdo com 1 x 106 leveduras viaveis de P. brasiliensis por via i.t..,
tratados ou ndo com 1MT. O numero (A) e a frequéncia (B) de células foram determinados por citometria de
fluxo. Os dados representam a média + EPM de 3 experimentos independentes sendo que o asterisco
representa diferenca estatisticamente significante dentro de cada linhagem (*P<0,05, **P< 0,01 e ***P<
0,001) e a cerquilha (#) representa a diferenca entre as linhagens (**P< 0,001).
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3.4.3 Deteccéo de IL-12°

Os resultados da presenca de células de I1L-12" mostraram que nas DCs de animais
B10.A, tratadas ou ndo com 1MT a frequéncia de células foi sempre maior quando foram
comparadas as de animais A/J, nos trés tempos de infeccdo estudados. Contudo, quando
analisamos o numero de células, observamos que somente nos animais B10.A controle
observou-se um maior niimero de células produzindo I1L-12" em relagdo aos animais tratado
nos tempos de 96 horas e 2 semanas de infeccdo (Figura 14A). J& nos animais resistentes,
tanto o numero de células como a frequéncia de DCs IL-12" ndo mostraram alteragGes
estatisticamente significativas induzidas pelo tratamento com 1MT (Figura 14B). Os
resultados na oitava semana p.i. mostraram que neste tempo de infec¢do, ha uma reducéo
expressiva no ndmero de DCs IL-12" nos animais suscetiveis controle que se mostra menor
que no grupo tratado (Figuras 14A, B).

Quando observamos os resultados entre as linhagens verificamos em 96 horas e na
segunda semana que o nimero e a frequéncia de DCs IL2" de camundongos B10.A, tratados e
controle, séo significantemente maiores que as de camundongos A/J.

Na oitava semana p.i., observamos maior nimero de DCs IL-12" no grupo de
camundongos B10.A tratados em comparacdo com A/J tratados. Quanto a frequéncia,
camundongos B10.A controle apresentaram valores significantemente maiores que 0S
controles A/J (Figuras 14A, B).
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Figura 14 - Namero e frequéncia de DCs IL-12" obtidas dos pulmdes de animais A/J e
B10.A tratados ou ndo com 1MT apds 96 horas, 2 e 8 semanas de infeccdo
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apos 96 horas, 2 e 8 semanas de infeccdo com 1 x 10 leveduras viaveis de P. brasiliensis por via i.t..,

tratados ou ndo com 1MT. O nimero (A) e a frequéncia (B) de células foram determinados por citometria

de fluxo. Os dados representam a média + EPM de 3 experimentos independentes sendo que o asterisco
representa diferenca estatisticamente significante dentro de cada linhagem (*P<0,05 e ***P< 0,001) e a

cerquilha (#) representa a diferenca entre as linhagens ((*P< 0,01"#P< 0,001).
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3.4.4 Deteccdo de TGF-g°

Nossos resultados mostraram que o nimero de DCs produzindo TGF-B*, apds 96
horas de infeccdo foram mais significativos em A/J controle do que em B10.A controle.
Ainda, nos animais B10.A tratados com 1MT encontramos a presencga maior desse tipo celular
comparado com os animais B10.A tratados. Ja na segunda semana de infec¢do, o numero de
células encontradas com o fendtipo DCs TGF-B* foi menor nos camundongos suscetiveis e
resistentes tratados com 1MT quando comparados aos grupos controle. Contudo, houve um
maior nimero de DCs TGF-B* em animais A/J em relagdo aos B10.A. Ja na oitava semana de
infeccdo a presenca de DCs TGF-B* foi reduzida, ndo havendo diferenca entre tratamento e
linhagens (Figura 15A).

Com relagdo a frequéncia de DCs TGF-B* nossos resultados de 96 horas e 2 semanas
de infec¢do também mostraram que o tratamento com 1IMT diminuiu a presenga destas células
em ambas as linhagens. Na oitava semana, observamos uma reducédo da frequéncia de células
TGF-B* nas DCs de animais resistentes e suscetiveis sem diferencas estatisticamente

significantes entre os grupos (Figura 15B).
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Figura 15 - Namero e frequéncia de DCs TGF-B* obtidas dos pulmdes de animais A/J e
B10.A tratados ou ndo com 1MT apds 96 horas, 2 e 8 semanas de infeccdo
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AJJ e B10.A apo6s 96 horas, 2 e 8 semanas de infeccdo com 1 x 106 leveduras viaveis de P. brasiliensis
por via i.t., tratados ou ndo com 1IMT. O nimero (A) e a frequéncia (B) de células foi determinado por
citometria de fluxo. Os dados representam a média = EPM de 3 experimentos independentes sendo que o
asterisco representa diferencga estatisticamente significante dentro de cada linhagem (*P<0,05 e ***P<
0,001) e a cerquilha (#) representa a diferenca entre as linhagens (**P< 0,001).
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3.4.5 Deteccéo de IL-10"

Os resultados da presenca de células DCs IL-10" mostraram que no tempo de 96 horas
e na segunda semana p.i, 0 numero em DCs de camundongos B10.A tratados com 1MT foi
estatisticamente maior quando comparado as DCs de animais B10.A controle. Ja para a
linhagem A/J verificamos resultado semelhante na segunda semana, contudo o nimero de
DCs foi menor que nos camundongos suscetiveis (Figural6A). Quanto a frequéncia de DCs,
encontramos nos animais controle de ambas as linhagens maior frequéncia de células
produtoras de IL-10" (Figura 16B). Na oitava semana ha uma redugdo no nimero de DCs IL-
10" em animais suscetiveis. Na linhagem resistente, o nimero de DCs ndo se alterou
significantemente nem no tempo nem no tratamento (Figura 16A).

Apds 96 horas e também na oitava semana p.i. 0s camundongos resistentes tratados
com 1MT tem maior frequéncia de DCs IL-10" que camundongos resistentes, fato que nao foi
observado na segunda semana pdés-infeccdo. Nao observamos diferencas entre as DC de
camundongos A/J (Figura 16A, B).
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Figura 16 - Namero e frequéncia de DCs IL-10" obtidas dos pulmdes de animais A/J e
B10.A tratados ou ndo com 1MT apds 96 horas, 2 e 8 semanas de infeccdo
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e B10.A apds 96 horas, 2 e 8 semanas de infeccdo com 1 x 106 leveduras viaveis de P. brasiliensis por via
i.t., tratados ou ndo com 1MT. O ndmero (A) e a frequéncia (B) de células foram determinados por
citometria de fluxo. Os dados representam a média + EPM de 3 experimentos independentes sendo que o
asterisco representa diferenca estatisticamente significante dentro de cada linhagem (*P<0,05 e **P<
0,01) e a cerquilha (#) representa a diferenca entre as linhagens (*P<0,05, *P< 0,01 e **P< 0,001).
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3.5 Apresentacdo de Antigenos por DCs de Camundongos B10.A e A/J Tratados ou nao
com 1MT

3.5.1 Ensaios de Proliferacao e Caracterizagdo de Linfocitos

Neste trabalho pudemos ainda verificar a capacidade das DCs purificadas dos animais
A/J e B10.A, tratados ou ndo com 1MT, de estimular linfdcitos naive das mesmas linhagens
em ensaios de proliferacdo. Medimos ainda a frequéncia de células T naive, T ativadas e T
reguladoras nos ensaios com DCs obtidas apds 96 horas, 2 e 8 semanas de infeccdo. Para
tanto, as DCs purificadas de animais B10.A e A/J foram incubadas com linfécitos do baco
marcados com CFSE (5mM) em uma placa de 96 pogos por um periodo de 3 dias a 37°C em
5% de CO,. Apb6s o co-cultivo (linfécitos-DCs), as células foram removidas da placa e
analisadas por citometria de fluxo quanto a fluorescéncia. A perda de marcacéo corresponde a
atividade proliferativa dos linfécitos. Assim, as células linfoides foram inicialmente definidas
através de um “gate” levando em consideragdo o tamanho (FSC) e a granulosidade (SSC).
Foram entdo analisados os indices de proliferagdo (IP) dos linfocitos das duas linhagens de
camundongos quando ativados pelas DCs purificadas de animais que receberam tratamento
com 1MT ou ndo, nos tempos de infeccao estudados.

Verificou-se que as DCs de camundongos A/J, nos tempos de 96 horas, 2 e 8 semanas
de infeccdo, induziram uma maior proliferacdo de linfocitos normais quando comparados com
camundongos B10.A (Figura 17A). Este dado ja era esperado, visto que este perfil de ativacao
celular é caracteristico da linhagem resistente (PINA et al., 2013). O tratamento com 1MT
aumentou a proliferacdo de linfocitos de camundongos B10.A estimulados com DCs obtidas
apos 96 horas e 2 semanas de infeccdo. Nao houve diferenca estatistica, nestes tempos, com
celulas provenientes de camundongos A/J. Entretanto, na oitava semana pés-infecgéo, as DCs
de camundongos A/J e B10.A tratados com 1MT induziram a maior proliferagdo de linfocitos
A/J. Este fato sugere que a IDO foi inibidora da proliferacdo de linfocitos B10.A desde o
inicio da infeccdo e para camundongos A/J a inibicdo ocorreu apenas na 8* semana pos-
infeccdo.

As células que foram co-cultivadas no ensaio de proliferagdo também foram tratadas
com anticorpos marcados com fluorocromos que permitiram a analise da frequéncia de
células TCD4" naive (CD4'CD44"°"CD62L"9"), TCD4" ativada (CD4"CD44""CD62L'""),
TCD8" naive (CD8'CD44°“CD62L"" e TCD8" ativada (CD8'CD44""CD62L"").

Observamos ap06s 96 horas e 2 semanas pos-infec¢do a influéncia do tratamento com 1MT
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somente nos animais suscetiveis, com significativo aumento na frequéncia de células TCD4
naive e ativadas (Figura 17B). Em oito semanas, além da reducéo da frequéncia celular em
todos 0s grupos experimentais, nos animais resistentes o tratamento com 1MT aumentou a
frequéncia de células TCD4" naive, enquanto que nos camundongos B10.A houve aumento na
frequéncia de linfocitos TCD4" naive e ativados. Ja para células TCD8", observamos as DCs
obtidas de camundongos tratados com 1MT (96 h e 2 semanas p.i.) induziram um aumento na
frequéncia de células naive e ativadas de ambas as linhagens. Na oitava semana este efeito foi
perdido em ambas as linhagens (Figura 17C).

Em outro ensaio de linfoproliferagdo pudemos caracterizar a presenga de células T
reguladoras nas co-culturas de DCs purificadas-linfdcitos. A figura 17D mostra que apés 96
horas e 2 semanas de infecgdo, a frequéncia de células T reguladoras (CD4"CD25'FoxP3")
em animais A/J e B10.A tratados com 1MT foi menor que seus grupos controles. Entretanto,
nestes tempos de infeccdo a capacidade de restaurar a proliferagio de linfocitos TCD4" em
camundongos tratados com 1IMT levou a um aumento dos marcadores de ativagdo CTLA4" e
GITR?, tipicos de linfocitos T ativados e T reguladores. Na oitava semana, o tratamento com
1IMT diminuiu a frequéncia de células Treg em camundongos A/J (Figura 17D). As DCs da
oitava semana de camundongos A/J tratados induziram menor proliferacdo de células TCD4"
expressando CTLA-4 e GITR. Em camundongos B10.A ndo foram observadas diferencas

nesta subpopulacéo celular (Figura 17D).



67

Figura 17 - Frequéncias da proliferacao de linfdcitos e analise fenotipica de co-cultura
de DC + Linfécitos de animais A/J e B10.A tratados ou ndo com 1IMT ap0s
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Linfocitos provenientes do baco de animais A/J e B10.A foram ressuspendidos (1x107) em 1mL PBS-BSA (0,1%)
estéril e tratados com 1 pL de CFSE na concentracdo de 5 mM. Em paralelo, as DCs purificadas de ambas as
linhagens de camundongos, tratados ou ndo com 1MT, ap6s 96 horas, 2 e 8 semanas de infeccdo com P.brasiliensis
foram centrifugadas e ressuspendidas em RPMI e colocadas na presenga dos linfécitos corados com CFSE em uma
relacdo 1:10. Apds 3 dias de co-cultura as células foram removidas, marcadas com anticorpos especificos e
analisadas quanto & proliferagdo dos linfocitos (A) e frequéncia celular dos subtipos CD4"'CD44'CD62L" (B),
CD8'CD44'CD62L" (C), CD4+CTLA4'GITR" e CD4"CD25'FoxP3* (D). A andlise do fenétipo e da proliferagio
dos linfocitos foi medida por citometria de fluxo. Os dados representam a média + EP de 3 experimentos
independentes. (*P<0,05; **P<0,01, ***P<0,001).



68

3.6 Caracterizacdo das Citocinas Produzidas durante o Ensaio de Linfoproliferacao
Utilizando DCs de Camundongos Tratados ou ndo com 1MT

Os sobrenadantes dos ensaios de linfoproliferacdo foram recolhidos e usados para
medir a producdo de IFN-y, IL-2, IL-4 e IL-10, citocinas representantes das subpopulagdes
tipo 1 e tipo 2 de linfocitos tanto T CD4* como T CD8". O pequeno volume de sobrenadante
obtido n&o permitiu a dosagem de outras citocinas.

De acordo com a figura 18, verifica-se que, nos trés tempos de infeccdo, os linfocitos
de ambas as linhagens quando estimulados por DCs oriundas de camundongos A/J e B10.A
tratados com 1MT produzem niveis mais reduzidos de IFN-y quando comparados aos grupos
de linfdcitos ativados por DCs provenientes de animais controle.

Por outro lado, os linfacitos estimulados por DCs de camundongos A/J tratados com
1MT por 96 horas, 2 e 8 semanas apresentaram um aumento significativo na producgéo de 1L-2
em relacdo aos grupos ndo tratados. Os linfécitos de camundongos B10.A estimulados por
DCs de 96 horas de infeccdo por P.brasiliensis e tratados com 1MT mostraram um aumento
estatisticamente significante de IL-2.

Da mesma forma, o tratamento prévio com 1MT dos camundongos nos tempos de
infeccdo estudados, fizeram com que as DCs de camundongos A/J estimulassem os linfécitos
A/J a produzir mais IL-4 somente no tempo de 2 semanas de infeccdo, ao passo que DCs de
camundongos B10.A estimularam linfocitos B10.A a produzir niveis maiores de I1L-4 em
todos os tempos de infeccdo. Além disso, somente na segunda semana as DCs de
camundongos A/J controle induzem menor producdo de IL-4 que as de camundongos B10.A
controle.

Ja a dosagem de 1L-10 demonstrou que houve reducdo da producdo por linfocitos de
camundongos A/J quando estimulados por DCs de animais tratados com 1MT. Este fato, em
camundongos B10.A s6 ocorreu no tempo de 96 horas pos-infeccdo por Paracoccidioides

brasiliensis.
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Figura 18 - Efeito do tratamento com 1MT nos niveis de IFN-y, IL-2, IL-4 e IL-10 nas

co-culturas de DCs + Linfdcitos de animais A/J e B10.A apds 96 horas, 2 e
8 semanas de infecgdo
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6
de animais A/J e B10.A apds 96 horas, 2 e 8 semanas de infeccdo com 1 x 10 leveduras viaveis de P.
brasiliensis por via i.t., tratados ou ndo com 1MT. Os dados representam a média + EPM de 3 experimentos
independentes sendo que o asterisco representa diferenca estatisticamente significante dentro de cada

linhagem (*P<0,05 e **P< 0,01) e a cerquilha (#) representa a diferenca entre as linhagens (“P<0,05, *P<0,01
e "p<0,001).
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3.7 Caracterizacdo de Expressdo Génica de Células Totais e DCs do Pulméo de
Camundongos A/J e B10.A, Tratados ou ndo com 1MT, nos Tempos de 96 horas, 2
Semanas e 8 Semanas Pos-Infeccao por P.brasiliensis

Buscamos entender melhor os fenémenos imunoldgicos no nosso modelo de infecgédo
tal como a intensa expressdo de IDO em camundongos A/J infectados por P.brasiliensis, visto
que nosso conhecimento prévio apontava uma dependéncia de IFN-y como propulsor da via
catalitica IDO-triptofano-quinureninas em camundongos susceptiveis, e uma via ndo catalitica
mediada por TGF- em camundongos resistentes. Para tal, realizamos ensaios para monitorar
a cascata de fatores de transcricdo, enzimas e citocinas induzidos por TGF-B, sinalizando uma
expressdo sustentada de IDO. Caracterizamos também a cascata de genes induzidos pela
ativacdo celular mediada de IFN-y que estimula a sintese de IDO, sua fungdo catalitica e
supressora observada em animais B10.A. Assim, verificamos a expressio de mRNA
utilizando “primers” adequados e a técnica de Real Time em tempo real (QPCR) em trés
tempos de infeccdo em animais previamente tratados ou ndo com 1MT. Primeiramente
estudamos e expressdo génica em células totais do pulméo, e em seguida em DCs obtidas por
processo de separacdo por beads magnéticos. O RNA total foi extraido das células totais do
pulmdo e das DCs purificadas dos varios grupos experimentais. Logo apos, realizamos a
sintese de cDNA a partir do RNA extraido. A finalidade da conversdo de mRNA para cDNA
é sua estabilidade. Este cDNA foi usado para ensaio de PCR utilizando como marcador house-
keeping primers sense e antisense de B-actina. Em seguida, a expressdo génica dos genes de
interesse foi quantificada usando como controle endégeno o gene GapDH (gliceraldeido-3
fosfato desidrogenase).

Para melhor entendimento dos resultados mostramos a expressao génica do eixo IFN-
v-1DO e em seguida do eixo TGF-B-IDO.

3.7.1 Estudo de Expressao Génica de Células Totais do Pulméo de Camundongos A/J e
B10.A, Tratados ou ndo com 1MT, nos Tempos de 96 horas, 2 Semanas e 8
Semanas Pos-Infeccdo por P.brasiliensis

Como podemos verificar na figura 19, 96 horas, 2 e 8 semanas p.i., 0 tratamento com
AIMT levou a diminui¢do acentuada da expressdo relativa de mRNA de IFN-y, Jakl, Jak2 e
Statl de camundongos B10.A em comparagdo ao seu grupo controle. Este fato indica que a
funcdo catalitica da IDO regula a funcdo pro-inflamatéria mediada por IFN-y em

camundongos suscetiveis. Nos camundongos A/J ndao foram observadas diferencas apos
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tratamento com o inibidor de IDO, indicando que a funcdo catalitica de IDO mediada por
IFN-y néo é tdo importante em camundongos resistentes. Outro importante aspecto observado
foi a maior expressdo dos genes da via IFN-y-IDO nos camundongos suscetiveis somente
infectados (controle) em relacdo aos camundongos A/J somente infectados.

Na figura 20 os resultados mostram a expressdao de mRNA de genes envolvidos com a
degradacdo proteossomal da enzima indolamina-2,3-dioxigenase (SOCS3 e IL-6) e a
expressdao do gene NOS2 que é induzida por ativacdo de IFN-y. Como podemos observar, os
niveis de expressdo de IL-6 nos animais suscetiveis do grupo controle sdo estatisticamente
maiores que dos animais A/J do mesmo grupo, nos tempos de infec¢do estudados. Este
resultado também é observado quanto a expressdo de SOCS3. Ja o tratamento com 1MT
levou ao aumento de IL-6 nas duas linhagens e tempos de infeccdo demonstrando o provavel
envolvimento desta citocina na inducdo da resposta Thl7 observado em camundongos
tratados com 1MT. A expressdao de SOCS3 mostrou-se aumentada em camundongos A/J e
B10.A tratados com 1MT apenas no tempo de duas semanas apés infeccdo com
Paracoccidioides brasiliensis. A expressdo de NOS2, que € sintetizado pela mesma via que
induz IDO apods estimulo de IFN-y, mostrou-se aumentada nos animais suscetiveis em
comparagao com 0s animais resistentes (nos grupos controle). Apés tratamento com 1MT, os
niveis de NOS2 se apresentaram mais expressivos e estatisticamente significantes em
camundongos B10.A.

Os resultados de expressdo génica da via TGF-B-IDO mostraram que nos animais
resistentes, conforme esperado, os niveis de TGF-f foram sempre maiores do que nos animais
suscetiveis do grupo controle. O tratamento com 1MT aumentou a expressdo génica de TGF-
nos animais B10.A levando a niveis comparaveis de expressdo dos animais A/J, que parecem
utilizar TGF-B como fonte de estimulo para a cascata de sinalizacdo (Figura 21).

Os mediadores citoplasmaticos dependentes de TGF-B, as chamadas proteinas
SMADS fazem parte da via de sinalizacdo canonica desta citocina. Na figura 21, pode-se
verificar que os niveis de expressdo génica de SMAD2 e SMAD3 que estimulam fosfatases,
estdo aumentados em camundongos A/J controle em comparagdo com B10.A, nos trés tempos
de infec¢do. Nos animais tratados com 1MT houve diminuig&o significativa nos tempos de 2 e
8 semanas nos animais resistentes e em 96 horas nos animais suscetiveis.

A fosfoinositol 3 quinase (PI3K) responde a ativacdo de TGF-f e tem a fungdo de
estimular fosfatases que atuam na via sinalizadora da IDO fosforilada. Como observado para
as proteinas SMADS, encontramos nos camundongos A/J controle, nos trés tempos de
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infeccdo estudados, niveis de expressdo génica de PI(3)K mais elevados do que em animais
B10.A controle. O tratamento com 1MT levou a diminuicdo significativa da expressdo desta
quinase, enquanto que em camundongos B10.A tratados ndo houve alteracdo entre o grupo
controle e o tratado com 1MT (Figura 21).

Quando fomos verificar a expressao génica das fosfatases envolvidas na sinalizacéo de
IDO — SHIP, SHP1 e SHP2 — observamos nos trés tempos da infec¢do que estas enzimas
estimuladas por TGF-B tinham niveis mais elevados em camundongos A/J do que 0S
observados em camundongos suscetiveis. Apos o tratamento com 1MT, ha uma diminuicédo
significativa dos niveis de expressdo destas enzimas nos animais A/J, porém em B10.A
apenas nos tempos de 96 horas para SHP1 e 2 semanas para SHP2 (Figura 22).

A enzima IDO fosforilada envia sinais para que fatores de transcricdo da via ndo
canonica do NFxB atuem no nucleo e aumentem a transcrigdo de mRNA de IDO. Para que o
mecanismo seja eficiente é necesséaria a expressao de IFN-o e IFN-B que potenciam esse
circuito. Nossos resultados de expressdo de mRNA de IFN-a e IFN-f mostraram que animais
resistentes do grupo controle (somente infectados) utilizam essa via de regulacédo intracelular
de forma preferencial em relacdo aos animais suscetiveis. Apds o tratamento com 1MT, vimos
uma reducéo bastante significativa de expresséo génica de IFN-a e IFN-B, enquanto que nos
animais B10.A tratados ndo houve alteracdo com o inibidor de IDO (Figura 23).
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Figura 19 - Expressao relativa de mMRNA de IFN-y, JAK1, JAK2 e STATI1 em células
totais do pulmé&o de camundongos B10.A e A/J, tratados ou ndo com 1MT
apos 96 horas, 2 e 8 semanas de infecgédo
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O nivel de transcricdo dos genes foi determinado por real-time PCR. Os dados representam a média + EPM de
3 experimentos independentes sendo que o asterisco representa diferenca estatisticamente significante dentro
de cada linhagem (*P<0,05, **P< 0,01 e ***P< 0,001) e a cerquilha (#) representa a diferenca entre as
linhagens (*P<0,05, “P<0,01 e **P< 0,001).
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Figura 20 - Expressao relativa de mRNA de IL-6, SOCS3e NOS2 em ceélulas totais do
pulmado de camundongos B10.A e A/J, tratados ou ndo com 1MT apds 96
horas, 2 e 8 semanas de infecgdo

20+

MRNA relative expression
(IL-6/GAPDH ratio)

T T T
96 horas 2 semanas B semanas

20+
15+

10

(SOCS3/GAPDH ratio)

MRNA relative expression

T T T
96 horas 2 semanas B semanas

IN
S

30+

20+

10

MRNA relative expression
(NOS2/GAPDH ratio)

T T T
96 horas 2 semanas 8 semanas

i A/J CONTROLE A= A/J 1MT -@ B10A CONTROLE ==+ B10.A 1MT

O nivel de transcricdo dos genes foi determinado por real-time PCR. Os dados representam a média +
EPM de 3 experimentos independentes sendo que o asterisco representa diferenca estatisticamente
significante dentro de cada linhagem (*P<0,05, **P< 0,01 e ***P< 0,001) e a cerquilha (#) representa
a diferenca entre as linhagens (“P<0,05, #P<0,01 e **P< 0,001).
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Figura 21 - Expressdo relativa de mRNA de TGF-p, SMAD2, SMAD3 e PI3K em
células totais do pulméo de camundongos B10.A e A/J, tratados ou ndo
com 1IMT apo6s 96 horas, 2 e 8 semanas de infecgédo
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O nivel de transcri¢do dos genes foi determinado por real-time PCR. Os dados representam a média +
EPM de 3 experimentos independentes sendo que o asterisco representa diferenga estatisticamente
significante dentro de cada linhagem (*P<0,05, **P< 0,01 e ***P< 0,001) e a cerquilha (#) representa a
diferenca entre as linhagens (*P<0,05, #P<0,01 e **P< 0,001).
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Figura 22 - Expressao relativa de mRNA de SHIP, SHP1 e SHP2 em células totais do
pulmao de camundongos B10.A e A/J, tratados ou ndo com 1MT apos 96
horas, 2 e 8 semanas de infecgdo
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O nivel de transcricdo dos genes foi determinado por real-time PCR. Os dados representam a média
+ EPM de 3 experimentos independentes sendo que o asterisco representa diferenca
estatisticamente significante dentro de cada linhagem (*P<0,05, **P< 0,01 e ***P< 0,001) e a
cerquilha (#) representa a diferenca entre as linhagens (“P<0,05, #P<0,01 e **P< 0,001).
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Figura 23 - Expressao relativa de mMRNA de IFN-a e IFN- em células totais do pulmao
de camundongos B10.A e A/J, tratados ou ndo com 1IMT apds 96 horas, 2 e
8 semanas de infecgdo
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O nivel de transcricdo dos genes foi determinado por real-time PCR. O nivel de transcrigdo dos genes foi
determinado por real-time PCR. Os dados representam a média + EPM de 3 experimentos independentes
sendo que o asterisco representa diferenca estatisticamente significante dentro de cada linhagem (*P<0,05,
**P< 0,01 e ***P< 0,001) e a cerquilha (#) representa a diferenca entre as linhagens ("P<0,05, *P<0,01 e
##p< 0,001).
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3.7.2 Estudo de Expressdo Génica em DCs de Camundongos A/J e B10.A, Tratados ou
ndo com 1MT, nos Tempos de 96 Horas, 2 Semanas e 8 Semanas Pos-Infec¢do por
P.brasiliensis

Ap0s o estudo da expressdo de mRNA de quinases, fosfatases e fatores de transcricao
envolvidos na transcricdo de IDO induzidos por IFN-y e TGF-f em células totais do pulméo
resolvemos verificar se estes mecanismos de regulacdo também se repetiam em DCs isoladas
do pulméo. De forma geral, resultados equivalentes aos observados com células totais de
pulmdo foram obtidos com DCs isoladas. Assim, camundongos B10.A utilizam
preferencialmente a atividade catalitica da IDO induzida por IFN-y, enquanto que a via
sinalizadora de IDO é preferencialmente utilizada por camundongos A/J. O tratamento com
1IMT interfere com a sintese dos mediadores da via catalitica.

Na figura 24, nos tempos de 96 horas, 2 e 8 semanas p.i., encontramos que 0
mecanismo de ativacdo JAK-STAT induzido por IFN-y se mostrou bastante evidente em DCs
de animais B10.A, contudo em niveis de expressdo mais baixos comparativamente aos
apresentados com células totais do pulmdo. Tanto para IFN-y como Jakl, Jak2 e STATI os
valores de expressdo génica sdo mais robustos e significantemente maiores nas DCs de
camundongos suscetiveis controle do que nas DCs de animais resistentes também do grupo
controle. O tratamento com 1MT, assim como em células totais do pulméo, levou a
diminuicdo acentuada da expressédo relativa de mRNA de IFN-y, Jakl, Jak2 e Statl em DCs
de camundongos B10.A em comparacdo ao Seu grupo controle, enquanto que em
camundongos A/J ndo foram observadas diferencas apds tratamento com o inibidor de IDO.

Os resultados de mRNA de genes envolvidos com a degradacdo via proteossoma estao
descritos na figura 25. Verificamos que houve novamente uma maior expressdo de IL-6 e
SOCS3 nas DCs de camundongos suscetiveis controle e tratados com 1MT quando
comparados com A/J. Ainda, vimos que 1MT potenciou uma maior expressdao de mRNA de
IL-6 em relagdo ao seu grupo controle em todos os tempos de infecgdo estudados. De forma
semelhante aos achados da expressdo de mRNA de NOS2 encontrados em células totais de
pulmé&o, observamos que em DCS purificadas os valores de mMRNA de camundongos B10.A
foram sempre maiores do que em animais A/J. Nas DCs de animais tratados com 1MT houve
aumento da expressdo de IL-6 em camundongos A/J nos trés tempos e em animais B10.A
vimos aumento em 96 horas. Verificamos também uma reducao significativa nos tempos mais

longos de infeccdo.
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Na figura 26 mostramos os resultados dos transcritos de mRNA de TGF-p e das
proteinas SMAD?2 e 3, além da quinase responsavel pela mobilizacdo e ativacdo de fosfatases
envolvidas na sinalizacdo de IDO, a PI(3)K. Os dados mostraram que nas DCs de animais
resistentes, de forma semelhante aos resultados em células totais do pulmao, os niveis de
TGF-B, SMAD2, SMAD3 e PI(3)K foram sempre maiores do que nos animais susceptiveis
do grupo controle. Com o tratamento com 1MT vimos uma reducgdo na linhagem resistente
apos 96h, 2 e 8 semanas de infeccdo. Na linhagem suscetivel ndo encontramos diferenca
significativa na expressdo desses marcadores de sinalizagéo.

Com relacdo a expressdo de fosfatases ativadas via SMADS e PI(3)K, encontramos
niveis mais baixos do que nas células totais do pulm&o, contudo as diferencas entre as
linhagens resistente e suscetivel se mantiveram. Os niveis génicos de mRNA de SHIP, SHP1
e SHP2 foram mais expressivos nas DCs oriundas de camundongos A/J em todos os tempos
de infec¢do estudados quando comparados com B10.A. Apos o tratamento com 1MT, ha uma
diminuicéo significativa dos niveis de expressdo nos animais A/J nos tempos estudados e em
B10.A houve aumento para SHP1 apds 8 semanas (Figura 27).

Quando estudamos a expressdo de IFN-a e IFN-B nas DCs purificadas, observamos
novamente e de forma muito evidente a utilizacdo dessa via de transcricdo da enzima pelos
camundongos resistentes. Novamente, apds o tratamento com 1MT vimos uma diminuigdo
significativa da expressédo génica de IFN-a e IFN-B em camundongos resistentes, enquanto

gue nos animais B10.A tratados ndo houve alteracdo com o inibidor de IDO (Figura 28).
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Figura 24 - Expressao relativa de mRNA de IFN-y, JAK1, JAK2 e STAT1 em DCs de
camundongos B10.A e A/J, tratados ou ndo com 1MT apds 96 horas, 2 e 8
semanas de infecgcao
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O nivel de transcrigdo dos genes foi determinado por real-time PCR. Os dados representam a média + EPM de
3 experimentos independentes sendo que o asterisco representa diferenca estatisticamente significante dentro
de cada linhagem (*P<0,05, **P< 0,01 e ***P< 0,001) e a cerquilha (#) representa a diferenca entre as
linhagens (*P<0,05, *P<0,01 e **P< 0,001).
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Figura 25 - Expressdo relativa de mRNA de IL-6, SOCS3 e NOS2 em DCs de
camundongos B10.A e A/J, tratados ou ndo com 1MT ap06s 96 horas, 2 e 8
semanas de infeccao
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O nivel de transcricdo dos genes foi determinado por real-time PCR. Os dados representam a média +
EPM de 3 experimentos independentes sendo que o asterisco representa diferenca estatisticamente
significante dentro de cada linhagem (*P<0,05 e **P< 0,01) e a cerquilha (#) representa a diferenga entre
as linhagens (**P< 0,001).
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Figura 26 - Expressao relativa de mRNA de TGF-p, SMAD2, SMAD3 e PI(3)K em
DCs de camundongos B10.A e A/J, tratados ou ndo com 1MT apds 96
horas, 2 e 8 semanas de infecgio
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O nivel de transcricdo dos genes foi determinado por real-time PCR. Os dados representam a média + EPM
de 3 experimentos independentes sendo que o asterisco representa diferencga estatisticamente significante
dentro de cada linhagem (*P<0,05, **P< 0,01 e ***P< 0,001) e a cerquilha (#) representa a diferenga entre
as linhagens (**P< 0,001).



83

Figura 27 - Expressdo relativa de mRNA de SHIP, SHP1 e SHP2 em DCs de
camundongos B10.A e A/J, tratados ou ndo com 1MT ap6s 96 horas, 2 e
8 semanas de infeccéo
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Expresséo relativa de mRNA de SHIP, SHP1 e SHP2 em DCs de camundongos B10.A e A/J,
tratados ou ndo com 1MT apds 96 horas, 2 e 8 semanas de infecgdo. O nivel de transcri¢do dos
genes foi determinado por real-time PCR. Os dados representam a média + EPM de 3
experimentos independentes sendo que o asterisco representa diferenca estatisticamente
significante dentro de cada linhagem (*P<0,05, **P< 0,01 e ***P< 0,001) e a cerquilha (#)
representa a diferenca entre as linhagens (*#P< 0,001).
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Figura 28 - Expressao relativa de mMRNA de IFN-o e IFN-p em DCs de camundongos
B10.A e A/J, tratados ou ndo com 1MT apds 96 horas, 2 e 8 semanas de
infeccéo
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Expresséo relativa de mRNA de IFN-a, IFN-B, SOCS1 ¢ ARG1 em DCs de camundongos B10.A e A/J, tratados
ou ndo com 1MT apds 96 horas, 2 e 8 semanas de infeccdo. O nivel de transcricdo dos genes foi determinado por
real-time PCR. Os dados representam a média + EPM de 3 experimentos independentes sendo que 0 asterisco
representa diferenca estatisticamente significante dentro de cada linhagem (*P<0,05 e **P< 0,01) e a cerquilha
(#) representa a diferenca entre as linhagens (**P< 0,001).
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4 DISCUSSAO

Um mecanismo regulatorio exercido pelas DCs é a supressdo da proliferacdo de
linfocitos pela expresséo e ativacdo da indolamina 2,3-dioxigenase (IDO). Esta enzima foi
originalmente estudada por sua capacidade antimicrobiana pela deplecéo de triptofano do pool
intracelular e no microambiente local (MELLOR et al., 1999). IDO cataboliza o nutriente,
triptofano, oxidando o anel de indolamina (PARK et al., 2010).

Entre as APCs com o potencial para expressar IDO podem ser incluidos os
macrdfagos derivados de mondcitos humanos, células dendriticas derivadas de mondcitos
humanos cultivadas sob condi¢Bes especificas e certos subtipos de células dendriticas
murinas. Além destes tipos celulares, podemos encontrar a enzima IDO expressa em células
B, células endoteliais e epiteliais. Em modelos tumorais murinos, as DCs IDO* com o
fenétipo plasmacitéide (CD11c®“B220%) foram encontradas em niveis aumentados nos
linfonodos drenantes tumorais. Estas células tém se mostrado supressoras de respostas de
células T in vitro inibindo a sua proliferacdo ou induzindo apoptose e desta maneira
favorecem a anergia de células T antigeno-especifico in vivo (MUNN; MELLOR, 2007). Na
candidiase experimental, as pDCs também tém sido associadas a mecanismos tolerogénicos
para linfocitos T (FALARINO et al., 2006).

A IDO pode ser induzida por estimulos inflamatérios, tais como citocinas liberadas
por células Thl (principalmente IFN-y) ou certos reagentes, como CTLA-4 soltvel (CTLA4-
Ig) e ainda ligantes de TLR (LIU; LIU; LIU, 2009). A enzima IDO foi primariamente
envolvida com propriedades tolerogénicas de DCs plasmocitdides (pDCs) isoladas de
linfonodos drenantes tumorais. Os efeitos imunosupressores da enzima IDO estdo ligados a
reducdo da concentracédo local de triptofano e pela producédo de metabolitos do triptofano com
funcdo de modulacédo do sistema imune e que podem participar na diferenciacdo e ativacao de
células Tregs. Estas DCs sdo responsaveis pela ativacdo de células T reguladoras naturais,
mas podem também ser responsaveis pela conversdo continuada de células T naive em Treg
(MATTEOLI et al., 2009).

Em trabalho anterior, estudou-se a participa¢do da enzima indolamina-2,3-dioxigenase
(IDO) nos mecanismos de imunidade inata contra o P.brasiliensis utilizando experimentos in

vitro de inibicdo desta enzima por seu conhecido inibidor 1-metil-triptofano (1MT).
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Verificou-se que macréfagos de camundongos B10.A e A/J quando submetidos a
inibicdo de IDO e infectados com P.brasiliensis apresentavam maior carga fungica, mesmo
quando previamente ativados por IFN-y. Experimentos com inibidores de IDO e iNOS
demonstraram que a maior acdo microbicida de macrofagos quando infectados com
P.brasiliensis se deveu ao 6xido nitrico (NO), contudo a via da IDO também exercia controle
do crescimento do fungo. Vimos ainda a importancia do direcionamento da imunidade inata
nos mecanismos da imunidade adquirida, quando, em experimentos in vivo, camundongos das
linhagens estudadas apo6s serem tratados com o 1MT apresentaram maior carga fungica do
que seus controles ndo tratados. No estudo das subpopulacbes de linfécitos infiltrantes de
pulm&o observou-se um incremento no afluxo de linfocitos TCD4 e TCD8, em duas semanas
pos-infeccdo de camundongos suscetiveis tratados com o inibidor de IDO, 1MT, apontando
assim para uma restauracao da imunidade celular, tipico efeito da inibicdo da indolamina-2,3-
dioxigenase. Em contraste, vimos uma marcante diminuicdo nos marcadores de ativacao
associados a células Treg (CTLA-4 e GITR) sugerindo uma acdo eficiente da imunidade
TCD4 e TCD8 apés inibicdo com 1MT. Por outro lado, vimos que em camundongos A/J,
porém na oitava semana de infeccdo, um afluxo consistente de células TCD4 com uma
concomitante diminuicdo de CTLA-4 e GITR, marcadores de ativacdo de células T e, em
especial, Treg. Este fato demonstrou que em camundongos resistentes A/J a IDO ndo
controlava a expansdo de linfécitos Treg e TCD4 e TCD8 ao inicio da infeccdo (semana 2), ao
passo que na oitava semana ocorreu um efeito tardio de IDO apenas sobre a expansdo de
células TCD4. Desta forma, pudemos caracterizar os efeitos bioldgicos mais marcantes da
acdo da IDO em camundongos suscetiveis e resistentes ao fungo (ARAUJO, 2013, artigo em
preparacio)’.

A partir desses achados pudemos caracterizar neste trabalho o efeito do tratamento
com 1MT no fenétipo e comportamento de células dendriticas e T reguladoras de
camundongos suscetiveis e resistentes quanto a expressao da IDO. Dessa forma, confirmamos
a atividade biologica da IDO através da determinagdo dos niveis de expressdo génica pela
avaliacdo de mRNA, producdo de quinurenina e NO nos sobrenadantes celulares, além da
recuperacgdo de fungos nas culturas de DCs em trés tempos de infecgéo distintos.

Nos resultados de carga flngica observamos um maior nimero de fungos recuperados
a partir das culturas de DCs de camundongos A/J e B10.A tratados com 1MT, 96 horas e 2

semanas pos-infec¢do, em comparagdo com o grupo controle. Este resultado é consistente

Y(ARAUJO, E. F., artigo em fase de preparacio)
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com os dados de Montagnoli et al. (2006) trabalhando com o fungo Aspergillus fumigatus;
estes autores mostraram que o tratamento com 1MT levava a um aumento tanto da carga
fangica como na producdo de citocinas pro-inflamatérias em camundongos WT mas ndao em
camundongos B7.17". Nossos dados demonstraram que a maior carga f(ngica nas culturas de
DCs pode ser atribuida a menor capacidade destas células tratadas com 1MT de depletar
triptofano, contribuindo assim para o crescimento de P.brasiliensis.

O aumento da carga fungica demonstrada nesses tempos agudos de infeccdo foi
acompanhada da diminuicdo dos niveis de producdo de NO em DCs provenientes de
camundongos B10.A tratados com 1MT, fato este ndo verificado em DCs de camundongos
A/J. Nosso laboratorio mostrou em trabalho prévio que os macrdfagos alveolares de animais
suscetiveis ao P.brasiliensis eram o0s que apresentavam eficiente atividade fungicida
concomitante com niveis elevados de NO, sendo que os macrofagos de animais resistentes
tinham baixa atividade fungicida, pequena producdo de NO e altos niveis de TGF-f (PINA et
al., 2008). Sendo assim, em DCs de camundongos B10.A a menor sintese de NO parece ter
contribuido com a baixa atividade fungicida conferida pela inibicao de IDO por 1MT.

Outro resultado que merece ser discutido é a producdo de metabdlitos a partir do
catabolismo do aminoécido triptofano, as quinureninas. Elas sdo resultantes da acdo da IDO
sobre esse aminoacido essencial e que pode ser inibida pela acdo do 1MT, que ao competir
pelo sitio ativo da enzima diminui a sintese da via das quinureninas, por limitar a hidrélise do
triptofano, prejudicando assim, a atividade da enzima IDO e consequentemente
interrompendo os efeitos de tolerancia imunoldgica das DCs (NGUYEN et al., 2010). De
fato, o tratamento com 1MT levou a menor producdo de quinurenina em relacdo aos grupos
controle nas culturas de DCs de ambas as linhagens de camundongos, nos tempos mais
iniciais de infeccdo (96h e 2 semanas). Estes resultados séo equivalentes aqueles encontrados
in vitro que mostraram que nas culturas de macréfagos peritoneais de camundongos B10.A e
A/J tratadas com 1MT a conversdo de triptofano em N-formil-quinurenina é diminuida. Este
fato se repetiu também in vivo nos homogenatos de pulmdes das duas linhagens (ARAUJO,
2013, artigo em preparacao)®.

Quando analisamos os resultados nas DCs de camundongos A/J e B10.A apos 8
semanas de infeccdo encontramos um numero de fungos vidveis semelhante tanto nos
camundongos tratados com 1MT como nos grupos controle. Este achados s@o similares
aqueles encontrados na nossa investigacao in vivo com camundongos A/J e B10.A no mesmo

tempo pos-infeccdo em que os efeitos inibitérios de IMT sdo perdidos, uma vez que houve
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interrupcdo do tratamento com 1MT duas semanas ap6s a infeccdo. Neste periodo é
restabelecida a acdo de IDO no controle da carga fangica, que se iguala nos grupos tratados e
ndo tratados. Somado a isto, nesta fase mais tardia da infeccdo encontramos maior producéo
de 6xido nitrico em ambas as linhagens estudadas, entretanto, este aumento ndo resultou em
maior controle da carga fungica pulmonar.

Em relagdo a producéo de quinureninas, na oitava semana, as DCs apresentaram niveis
mais baixos que nos tempos agudos, contudo foram similares entre os grupos estudados. Este
resultado ndo foi o equivalente ao encontrado in vivo em trabalho anterior no qual os niveis de
quinurenina nos sobrenadantes de homogenatos pulmonares de oito semanas de infecgéo
apresentaram-se menores nos camundongos tratados, porém mais baixos que os de segunda
semana poés-infeccao, refletindo uma acéo prolongada, porém de menor intensidade do 1IMT
no metabolismo do triptofano (ARAUJO, 2013, artigo em preparacdo)’. Somado a isso,
comparativamente, os niveis de quinurenina nos homogenatos pulmonares foram mais baixos
(80 pg/ml) do que os das culturas de DCs no mesmo tempo de infecgdo (400 pg/ml).

A seguir realizamos ensaios para a deteccdo da expressdo de mRNA de IDO nas DCs
purificadas de ambas as linhagens infectadas, apds tratamento ou ndo com 1MT. Ja havia sido
demonstrado que tanto em macrofagos infectados por P.brasiliensis em cultura, como
também nos macerados de pulmdes de camundongos A/J e B10.A infectados havia uma
queda na expressao da enzima IDO ap0s tratamento com 1IMT (ARAUJO, 2013, artigo em
preparacdo)’. Com as DCs purificadas, os efeitos de 1IMT na expressdo da enzima se
repetiram, mostrando que as DCs de camundongos A/J e B10.A, em 96 horas e 2 semanas
pos-infecgdo, receberam estimulos génicos ainda suficientes para a expressdo residual de
mMRNA de IDO. Ao adicionarmos um inibidor que compete pelo sitio ativo da enzima IDO
esse mecanismo ndo é prejudicado de forma completa, visto que observamos uma diminuicao
parcial na funcdo de IDO e nédo a sua total eliminagdo. A partir do momento em que nédo
tratamos mais os camundongos com 1MT, é restabelecido o mecanismo descrito acima com
aumento da expressdo de mRNA de IDO na oitava semana pds-infeccdo, eliminando as
diferencas entre os grupos tratados e controles de camundongos A/J e B10.A. Contudo, nas
DCs obtivemos um resultado que ainda ndo havia sido visto em nossos estudos anteriores: 0s
niveis de expressdo relativa de mRNA de IDO encontrados na oitava semana aumentaram
sobremaneira em relacdo aos dados de 96 horas e 2 semanas de infec¢do e, mais ainda,
comparados aos homogenatos pulmonares neste tempo de (ARAUJO, 2013, artigo em

preparacdo)’. Este aumento, entretanto, ndo foi acompanhado de uma maior produgdo de
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quinurenina, nos levando a supor que a enzima, mesmo com alta expressdo de mRNA, ndo se
expressou na forma de proteina, ndo havendo portanto conversdao do aminoacido triptofano
em N-formil-quinurenina em niveis compativeis com a sua expressdo; podemos sugerir ainda
um mecanismo de competicdo onde o maior crescimento fungico se deu pela captura do
triptofano disponivel pelo patdgeno, diminuindo a capacidade da enzima IDO em quebrar o
substrato. Pode-se ainda considerar que outros mecanismos pos-translacionais tenham afetado
a atividade funcional de IDO.

O estudo dos subtipos, maturacdo e da atividade apresentadora de antigenos por DCs
de camundongos tratados por IMT e seus controles, nos trouxe informagdes adicionais sobre
a funcdo da IDO na PCM.

Os resultados de 96 horas pos-infeccdo apontaram, neste estudo com DCs purificadas
de camundongos A/J e B10.A tratados com 1MT, que as trés subpopulacdes estudadas,
mieléide (CD11c""CD11b"), plasmacitéide (CD11c*“B220%) e linféide (CD11c™"CD8")
apresentaram-se em maior nimero de células e menor frequéncia celular. Este fato pode ser
explicado pelo maior afluxo de células inflamatérias para os pulm&es nos animais tratados
com 1MT diminuindo entdo a frequéncia de DCs. Entretanto, nos camundongos suscetiveis, a
influéncia do IMT nas DCs miel6ides foi menos acentuada, sugerindo que nessa linhagem o
perfil mieléide das DCs tem um papel menos relevante na expressdo de IDO. Constatamos
ainda que as DCs de camundongos A/J controle e B10.A controle apresentaram as 96 horas
pos-infeccdo, uma frequéncia maior de DCs plasmocitdides que camundongos B10.A tratados
nos levando a considerar que o tratamento com um inibidor de IDO levou a uma menor
diferenciacdo de DCs plasmacitdides imunorreguladoras ou tolerogénicas (PALLOTTA et al.,
2011).

Na segunda semana de infeccdo os resultados mostraram que camundongos
resistentes, infectados e tratados com 1MT, apresentaram menor frequéncia de DCs mieldides
(CD11c""CD11b"), plasmacitéides (CD11c'"B220%) e linféides (CD11c™"CD8") nos
grupos tratados com 1MT, resultados estes bem semelhantes aos de tempo mais agudo de
infeccdo (96 horas) mostrado acima. Por outro lado, diferente de 96 horas, o nimero de
células neste tempo de infeccdo se mostrou aumentado para as DCs mieldides dos grupos
tratados, deixando claro que houve um estimulo para a diferenciacdo ou proliferagéo celular
de DCs mieloides. Este resultado também se repetiu para o subtipo plasmacitoide, porém com
menor intensidade no aumento celular dos grupos tratados com 1MT. Ja com relagdo as DCs
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linfoides (CD11c"9"CD8"), constatamos que houve uma reducdo da frequéncia e nimero de
DCs apds o tratamento com 1MT nas duas linhagens.

A caracterizacdo dos marcadores de ativacdo e moléculas co-estimulatorias das DCs
totais permitiu uma maior clareza sobre os efeitos do tratamento com o inibidor de IDO sobre
as DCs. Sendo assim, fizemos a caracterizacdo destes marcadores nas DCs totais usando a
expressdo da mediana de intensidade de fluorescéncia (MFI) e verificamos ap6s 96 horas e
duas semanas de infeccdo que o tratamento com 1MT reduziu em camundongos A/J e B10.A
a expressdo das moléculas de ativacio CD86, IAX e CD40. Resultados similares foram
encontrados in vivo em trabalho anterior para estas linhagens mostrando que nos
camundongos A/J e B10.A as diferengas se resumiram a expressao de CD86, que foi menor
nos camundongos tratados (ARAUJO, 2013, artigo em preparacéo)’. Novamente, no estudo
de homogenato de pulmao, resultados equivalentes foram obtidos, acrescidos de diferencas
ainda na expressdo de IAX, em duas semanas de infeccdo. Por outro lado, O nimero total de
DCs, nestes tempos de infeccdo se apresentou maior nos grupos tratados com 1MT,
mostrando que de algum modo o efeito inibitério de 1IMT levou ao aumento de células,
contudo com menor frequéncia.

Para as subpopulacgdes de DCs de camundongos A/J e B10.A, nos tempos de 96 h, 2 e
8 semanas, também usamos a expressdo da mediana da intensidade de fluorescéncia (MFI)
dos marcadores de ativagdo citados acima usando gates para as subpopulacGes de DCs.
Verificamos que a expressao da molécula MHC-I1, CD86 e CD40 sofreu reducdo nas duas
linhagens tratadas com 1MT. Estes dados demonstram que o tratamento com 1MT alterou o
perfil de todas as subpopulacdes de DCs obtidas. A reducdo dos marcadores de ativacdo
levaria ao aumento da frequéncia de células Treg induzidas in vitro, pois DCs imaturas
potenciam o desenvolvimento destas células reguladoras. Isso levaria entdo, a uma diminuicéo
da proliferacdo de células T efetoras. Este fato, entretanto, ndo foi observado em nossos
achados.

Entdo nos perguntamos, por que DCs pouco estimuladas induzem uma melhor
resposta imune tanto em camundongos A/J como B10.A?

Talvez a melhor funcdo imunogénica das DCs de camundongos tratados possa ser
atribuida a um novo balanco entre células, citocinas e carga flngica.

Nos camundongos tratados houve evidente aumento da carga fangica o que aponta
para uma atividade diferente nas DCs que devem conter e processar maior niamero de fungos.

Alem disso, em camundongos B10.A e A/J foi marcante a diminui¢do da sintese de IL-12
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induzida por 1MT. Esta IL-12 diminuida poderia ter influenciado na sintese de IFN-y por
células NK e outros linfécitos da imunidade inata, diminuindo a expressdo de marcadores de
ativacdo de DCs. Contraria a esta explicacdo foi o concomitante aumento de TGF-B que
induziria uma maior ativacdo celular. Entretanto, o efeito sobre IL-12 poderia sobrepujar
aquele sobre TGF-p.

Os dados de citocina intracelular talvez possam melhor explicar o fen6tipo das DCs de
camundongos tratados. Estes ensaios mostraram que 0 1IMT induz em camunsognos B10.A
uma reducdo proeminente de IL-12 que é a principal citocina pro-inflamatdria relacionada
com a supressdo da imunidade destes animais. Ao contrério, em camundongos A/J ha a
reducéo preferencial de TGF-p, a citocina envolvida com a tolerancia inicial destes animais ao
fungo e inibicdo dos fenbmenos imunes.

Assim, tanto em camundongos suscetiveis e resistentes 0 IMT reduz os mediadores
envolvidos com a inibicdo da resposta imune, restaurando a diferenciagdo e migracdo de
linfocitos por mecanismos diferentes.

Os nossos resultados apds a oitava semana de infeccdo mostraram que houve uma
diminuicdo no namero e frequéncia de DCs (excecdo ao nimero de DCs plasmacitoides) e de
MFI em muitos dos marcadores de ativacdo e moléculas co-estimulatdrias estudados (excecdo
ao marcador CD40 na anélise de DCs totais e também no perfil mieléide), em ambas as
linhagens. Nossos dados anteriores in vivo, com suspensfes de células neste tempo de
infeccdo, indicaram que o tratamento com 1IMT diminuiu as moléculas de ativagdo CD86, IA®
e CD40 de camundongos A/J (ARAUJO, 2013, artigo em preparagdo)*. Contudo, mesmo com
a interrupgdo do tratamento com 1MT apds duas semanas, foi mantida nas DCs totais de
camundongos suscetiveis, bem como nos subtipos mieldide, linfoide e plasmacitdide (exce¢édo
CD11b das DCs totais; CD40 nas DCs linféides e, IA® nas plasmacitdides) a menor expressdo
dos marcadores de ativacdo dos grupos tratados, compativel com resultados in vivo de células
pulmonares com o marcador CD86 em B10.A, neste tempo de infecgdo. De forma geral, a
enzima IDO regulou a ativacdo das DCs de camundongos suscetiveis nas fases precoce e
tardia da infeccdo. Ja nos camundongos resistentes as reducfes de MFI ndo se mantiveram
para a maioria dos marcadores de ativagédo estudados, mostrando que neste tempo de infeccéo
a resposta imune em camundongos A/J se tornou mais eficiente. Dessa forma, as DCs obtidas
apos 8 semanas de infeccdo poderiam entdo possibilitar a expansdo da populacdo TCD4 de

camundongos A/J em fases mais tardias da infec¢do, como aqui observado.
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Fomos ainda investigar a produgédo de citocinas e realizamos trés tipos de ensaios:
citocinas sollveis obtidas de cultura de DCs purificadas (IL-12, IL1- B, TNF-a, TGF-p ¢ IL-6)
analisadas por ELISA; citocinas intracelulares presentes em DCs purificadas (IDO, TNF-a,
IL-12, TGF-B e IL-10) analisadas por FACS; citocinas de sobrenadantes de cultivo de DCs
purificadas cultivadas com linfdcitos (IFN-y, IL-2, 1L-4 e 1L-10) analisadas por ELISA, que
serdo discutidas mais adiante.

A dosagem de citocinas por ELISA no sobrenadante de cultivo de DCs nos revelou
que o tratamento com 1MT induziu niveis menores de citocinas inflamatorias IL-12 e IL-1p.
Este resultado da citocina IL-1p concorda com Murakami et al. (2012) que no modelo de
infeccdo pulmonar de camundongos por Toxoplasma gondii encontrou nos animais tratados
com 1MT niveis mais baixos de expressao de MRNA para esta citocina. Quando observamos
os resultados dos niveis de TGF-B nas culturas de DCs vimos que o tratamento com 1MT
diminuiu a produgdo da citocina, principalmente na linhagem resistente. Este resultado
concorda com os achados de Ravishankar et al. (2012) que observaram o mesmo efeito
estudando apoptose de macréfagos da zona marginal de baco murino. Da mesma forma, DCs
plasmacitdides murinas tratadas com TGF-p e IMT conferiram efeitos regulatorios sobre IDO
que foram mecanisticamente separados da sua atividade enzimética induzida principalmente
por IFN-y, ou seja, ndo diminuiram a sintese de IDO (quebra de triptofano — via das
quinureninas — imunoregulacdo) como se esperava apds sua inibicdo por IMT (PALLOTTA
etal., 2011).

J& para a citocina TNF-a nossos resultados mostraram que a inibi¢do de IDO por IMT
nos camundongos infectados, nos tempos de infeccdo estudados, levou a um aumento na sua
producdo. A producdo aumentada de TNF-a deve estar relacionada a maior ativacdo do
sistema imune, maior expressao de moléculas de adesdo e maior afluxo de células
inflamatdrias para o pulmao como mostramos em recente trabalho onde a auséncia da enzima
INOS leva a sintese aumentada de TNF-o, aumento da resposta imune e melhor organizacéo
das lesdes (BERNARDINO et al., 2013).

Resolvemos continuar nossa investigacdo através da caracterizacdo intracelular de
citocinas nas DCs obtidas de pulmdes de camundongos A/J e B10.A infectados e submetidos
ou ndo ao tratamento por 1MT e analisadas por citometria de fluxo. Os resultados foram
apresentados sob a forma de frequéncia de células positivas e pelo numero total de células que
leva em consideragdo o numero total de células obtidas nos grupos ap6s o fracionamento em

colunas magnéticas. Caracterizamos tambeém a expressdo intracelular de IDO.
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Observamos que as DCs obtidas de camundongos suscetiveis e resistentes, 2 semanas
pos-infeccdo por P.brasiliensis, produziram niveis maiores de IDO do que as de
camundongos tratados com 1MT, sendo que DCs de camundongos A/J apresentaram 0s
maiores niveis de IDO. Este resultado ja era esperado por serem as DCs, principalmente a
subpopulacdo de DCs plasmacitdides, produtoras da enzima IDO de forma endégena (MUNN
et al., 2004). Quanto a presenca de células TNF-a" encontramos um maior nimero em
camundongos B10.A e A/J tratados, concordando com os resultados encontrados no ensaio de
citocina por ELISA.

Camundongos B10.A apresentaram maior numero de DCs IL-12° que os
camundongos A/J. Essa producdo exacerbada de IL-12 por camundongos B10.A ja foi
descrita em trabalhos anteriores do nosso grupo (PINA; BERNARDINO; CALICH, 2008). Ja
as DCs de camundongos A/J tratados com 1MT apresentaram menor nimero de células TGF-
B* que os animais A/J controle da mesma linhagem. Este resultado concorda com os
resultados da citocina TGF-B analisada na cultura de DCs e também com o trabalho de
Pallotta et al. (2011) que identifica uma funcéo adicional para IDO em pDCs, mostrando que
IDO pode atuar como um transdutor de sinal envolvido em eventos de sinalizacdo intracelular
e confere um fendtipo tolerogénico para as pDCs em resposta a citocina TGF-B. Podemos
sugerir ainda que a maior expresséo de mRNA de IDO nas DCs de camundongos A/J
encontrados em nosso trabalho possa ser explicada pela outra fungéo de IDO induzida por
TGF-B e ndo somente pela degradacgdo de triptofano induzida por IFN-y.

Ja na oitava semana, nossos resultados mostraram que houve diminuicdo no numero
de células IDO". Este resultado de diminuicdo na expressdo da proteina intracelular contrasta
com nosso achado de maior expressdo de mMRNA para IDO nas de DCs da oitava semana p.i.
Podemos sugerir que houve estimulo génico para a formagdo do mRNA, contudo a maior
parte ndo foi transcrita em proteina, ou foi degradado de maneira muito rapida.

Para melhor entender o comportamento das DCs purificadas de camundongos
infectados, tratados ou ndo com 1MT, investigamos ainda a capacidade destas células de
apresentar antigenos a linfocitos T naive. Dessa forma, pudemos verificar se a inibi¢cdo da
IDO por 1IMT nos tempos de 96 horas, 2 e 8 semanas levaria ao aumento na inducdo da
proliferacdo desses linfécitos marcados com CFSE. Este fato explicaria a maior resposta
imune e o afluxo de linfocitos e macréfagos nos pulmdes de camundongos tratados com 1IMT
(ARAUJO, 2013, artigo em preparacéo)”.
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Nossos experimentos de linfoproliferacdo, entretanto, demonstraram que a menor
ativacdo das DCs (como constatado pela expressdo de moléculas de MHC 1l e co-
estimulatorias) resultou em maior expansdo de células T e menor frequéncia de células Treg.
Assim, a menor producdo de quinurenina mediada pelo tratamento com 1MT parece ter sido
mais importante do que a reducdo das moléculas apresentadoras de antigenos e co-
estimulatorias nas DCs. Além disso, a maior carga fangica nas DCs de camundongos tratados
com 1MT pode também ter influenciado neste comportamento.

Nossos resultados in vitro mostraram que as DCs de camundongos de ambas as
linhagens, em contato com linfécitos naive, induziram a proliferacdo de linfécitos em todos os
grupos estudados; contudo, nos linfécitos estimulados por DCs de camundongos B10.A
tratados com 1MT apds 96 horas e 2 semanas de infecgdo, os indices de proliferacdo foram
significativamente maiores que em seu grupo controle. Este resultado concorda com o que foi
descrito em nosso modelo de infeccdo in vivo, em que verificamos ap6s duas semanas de
infeccdo os camundongos B10.A tratados com 1MT exibirem a restauracdo da migracdo dos
linfocitos TCD4" e TCD8" para os pulmdes. Em contrapartida, esse efeito ndo foi detectado
nos pulmdes de camundongos A/J, neste tempo de infeccdo (ARAUJO, 2013, artigo em
preparacio)’.

O estudo de fendtipo dos linfocitos TCD4", caracterizados apds a co-cultura com DCs
de camundongos A/J e B10.A, tratados ou ndao com 1MT, apds 96 horas e 2 semanas de
infeccdo mostrou uma maior frequéncia de linfécitos naive (CD4'CD44"°“CD62"") e
ativados (CD4*CD44""CD62"") nos camundongos B10.A tratados, como também uma
maior frequéncia de linfocitos TCD8 naive (CD8'CD44"CD62"%") e ativados
(CD8'CD44""CD62'™") em camundongos A/J e B10.A tratados.

Quando analisamos os resultados das DCs obtidas 8 semanas pos-infec¢do colocadas
em co-cultura com linfécitos naive, verificamos que o tratamento com 1MT levou a indices de
proliferacdo mais altos na linhagem resistente. Este resultado & consistente com nossos
resultados anteriores quando detectamos a restauracdo de migracao de células T em pulmdes
de camundongos A/J tratados somente na oitava semana pds-infecgdo, mostrando um efeito
tardio de 1DO sobre a expanséo de células TCD4* (ARAUJO, 2013, artigo em preparagdo)’.
Da mesma forma, Vaccari et al., estudando o virus da imunodeficiéncia em macacos
encontrou resultados semelhantes na proliferacdo de linfocitos TCD4" e CTLA-4 apds

inibicdo da IDO por 1IMT (2012). Em concordancia, analisando o fenotipo dos linfécitos
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constatamos que houve expanséo de linfocitos naive (CD4*CD44“CD62"%") na linhagem
Al.

A seguir, pudemos também verificar que o tratamento com 1MT em ambas as
linhagens interferia na expansdo de células T reguladoras através da sua fenotipagem
utilizando seu fator caracteristico de transcri¢cdo, o FoxP3. Esta caracterizacdo do fenotipo é
pertinente, pois altas concentracdes de quinurenina induzem a conversio de células TCD4"
naive para o fenotipo Treg. A enzima IDO, sintetizada por DCs, ndo se constitui em um
mecanismo funcional das células T reguladoras, mas sim participa da funcdo desta células
através de um mecanismo de feedback positivo (ANDERSSON et al., 2008).

Publicages recentes implicam o receptor aril hidrocarboneto (AHR) como tendo um
papel central na diferenciacdo de células T. Mais ainda, AHR regula IDO que ao metabolizar
triptofano e formar quinureninas pode ser agonista do receptor aril hidrocarboneto. Sendo
assim, a quinurenina induz AHR a diferenciar células T em células T reguladoras, com IDO
desempenhando um papel importante neste contexto (MELLOR et al., 2012; MEZRICH et
al., 2010).

A atividade aumentada de IDO provoca tolerogenicidade de APCs e priva as células T
de triptofano, levando a queda de proliferacdo de células T e a sua apoptose (HOSHI et al.,
2010). Outros resultados também demonstraram que metabdlitos do triptofano foram capazes
de induzir transcricionalmente o gene que codifica Foxp3 e suprimir o gene que codifica
RORqt, o fator de transcrigdo da linhagem Th17, no modelo de infecgdo fangica (DE LUCA
et al., 2007). Este efeito foi totalmente abolido apds inibicdo com L-IMT ou em
camundongos C57BL/6J IDO™, restaurando a proliferacdo de linfécitos T (HOSHI et al.,
2010). Neste trabalho, mostramos que as DCs obtidas de camundongos A/J e B10.A ap6s 96
horas e 2 semanas de infec¢do com Pb e, colocadas em cultura por 3 dias com linfocitos naive
levaram, a expansdo de celulas Treg nas duas linhagens. A maior concentracdo de
quinureninas nos grupos controle deve ter contribuido para a maior frequéncia de Tregs em
compara¢do com 0s grupos tratados com 1MT. Estes resultados dao consisténcia aos
apresentados em nosso estudo in vivo nas 2 semanas de infecgdo no qual observamos que
camundongos IDO-inibidos apresentaram menor nimero de células com perfil T regulador
(CD4"CD25'FoxP3"). Ja na oitava semana, foi observada em camundongos A/J, uma
diminuicdo de linfocitos CD4'CTLA4'GITR", em paralelo a diminuicdo de células T
reguladoras ap6s tratamento com 1MT (ARAUJO, 2013, artigo em preparacio’; CHEN et al.,
2008).
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Foi descrito que IDO, ao depletar triptofano, prejudica o ciclo celular de algumas
populacdes, incluindo as células T, favorecendo a geracdo de Tregs (FALLARINO et al.,
2006). A expressdo do marcador CTLA-4 pelas Tregs e a sua ligagdo com os ligantes B7.1 e
B7.2 das DCs pode induzir a expressdo da enzima IDO num processo de “feedback”
(MULLEY et al., 2008). Em nosso trabalho, a inibicdo de IDO diminuiu a expanséo de Tregs,
que por sua vez podem ter contribuido para a menor expressdo de IDO nas DCs. Como
descrito anteriormente, este resultado corrobora com alguns trabalhos que demonstram as
DCs podem atuar como moduladoras da resposta imune adaptativa no pulmao, promovendo
tolerancia ao patdgeno pela inibi¢do de células T efetoras e inducdo de células T reguladoras,
sendo a IDO das DCs participante ativa neste processo (DE HEER et al., 2004; DEMEDTS et
al., 2005; ORISS et al., 2005).

Fomos ainda investigar as citocinas liberadas nos ensaios de linfoproliferagao, (IFN-y,
IL-2, IL-4 e IL-10) ap06s 96 horas, 2 e 8 semanas de infeccdo. Verificamos que nas DCs de
camundongos A/J e B10.A ndo tratados, os niveis de IFN-y foram maiores mostrando que no
inicio da infeccdo camundongos B10.A e A/J sdo produtores desta citocina. Os niveis de IFN-
y foram sempre maiores para camundongos B10.A. Este achado também sugere que a maior
concentra¢do de IFN-y produzido por animais B10.A contribua para dependéncia do eixo
IFN-y/IDO/Imunossupressao por estes camundongos.

Jé& para a citocina IL-2, a citocina que atua como fator de crescimento para linfécitos
T, sejam eles T efetoras ou T reguladoras, verificamos que as DCs de camundongos A/J e
B10.A tratados com 1MT induziam maior producdo de IL-2 e maior estimulo para a
proliferacdo de linfécitos. Ja para IL-4 e IL-10, citocinas de perfil Th2, nossos resultados
foram antagbnicos nas duas linhagens e condi¢fes experimentais, ndo permitindo explicar a
relacdo das citocinas com a inibicéo de IDO por 1IMT.

Nossos resultados mostraram que a anergia de células T desenvolvida por
camundongos suscetiveis ap6s a infecgdo com o fungo P.brasiliensis ndo é devida a
deficiéncia das suas APCs e tampouco a produgdo aumentada de citocinas do tipo Th2, por
exemplo, IL-4 e IL-10. A anergia das células T é induzida pela ativagdo excessiva da
imunidade inata devido a acdo combinada de mediadores inflamatorios secretados por seus
linfdcitos e células dendriticas (PINA et al., 2008, 2013).

De forma geral, a anélise do porqué das DCs de camundongos A/J serem ativadoras
eficientes de células T naive, € um pouco contraditorio, ja que DCs sintetizam IDO, uma

enzima que pode resultar em inibicdo da proliferacdo de células T. Entretanto, além de DCs
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plasmacitéides TGF-B e IDO", camundongos A/J desenvolvem DCs mieldides e elevada
producdo de TNF-a que resgataria em tempo adequado a ativagdo da imunidade adaptativa
(PINA et al., 2013). Vérias hipdteses podem explicar este fenémeno. IDO pode também fazer
parte do “feedback” negativo pelo qual as DCs podem regular respostas imunes excessivas e
deletérias devido a presencga de um grande nimero de células T ativadas expressando CD40L
e IFN-y (HWU et al., 2000). Uma explicacdo alternativa é que IDO pode ser produzida por
um subconjunto de DCs inibitdrias dentre a populacdo total de DCs, uma vez que existem
evidéncias para a presenca destas DCs tolerogénicas. Outra hipdtese interessante € a de que a
producdo de IDO por DCs ativadas possa resultar em uma inibicao transitéria da proliferacdo
protegendo as células T contra a morte celular induzida por ativacdo. Desde que a morte
celular induzida por ativacdo ocorre paralelamente a proliferacdo de células T, a deplecédo
transitdria de triptofano poderia inibir o auge de proliferacdo de células T, evitando assim a
sua morte (BOEHME et al., 1993, HWU et al., 2000).

Alguns trabalhos mostraram o papel tolerogénico das DCs imaturas dos tecidos sobre
linfocitos T (STEINMAN; HAWIGER; NUSSENZWEIG, 2003). Mais ainda, DCs expostas
ex vivo a antigenos, na auséncia de estimulos de maturacdo completa, regularam
negativamente a imunidade e induziram células Tregs. Fica claro que as DCs podem néo ser
somente imunogénicas, mas também tolerogénicas, intratimicamente e nos tecidos periféricos
(STEINMAN; HAWIGER; NUSSENZWEIG, 2003). Uma série de estudos tem relatado que
as DCs tolerogénicas influenciam a expansdo das Tregs através da secre¢do de TGF-B e/ou o
envolvimento de receptores inibitérios (ANDERSSON et al., 2008; JOHANNS et al., 2010;
PERIASAMY et al., 2011).

Nossos dados demonstraram que camundongos A/J, as 96 horas e 2 semanas pods-
infeccdo, apresentaram maior frequéncia de células Tregs que camundongos B10.A. Pode-se
entdo sugerir que em camundongos A/J a producdo de IDO pelas DCs e TGF-B pelas DCs e
pelos macrofagos alveolares (PINA et al., 2008) contribuam para a pequena expansao inicial
de células T em paralelo @ maior frequéncia de células T reguladoras (FELONATO et al.,
2013).

Este fato pode ser ainda justificado na medida em que os altos indices de expressdo
génica da enzima IDO se traduzem em efetiva quebra de triptofano e producdo de
quinureninas que induzem células Tregs. Apesar da imunidade inata ineficiente, as DCs de
camundongos A/J expressam niveis suficientes de molécula MHC-II e co-estimulatdrias,
como observado pela alta intensidade de fluorescéncia das moléculas co-estimulatorias IAX e
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CD86 nas analises de DCs totais e nos subtipos miel6ide e plasmacitdide, e sdo capazes ainda
de induzir resposta imune celular protetora.

Ja a infeccdo de camundongos suscetiveis (B10.A) pelo P.brasiliensis leva a grande
ativacdo da imunidade inata (CALICH et al., 2008). Os macrofagos alveolares (PINA et al.,
2008) e células dendriticas (PINA et al., 2013) séo ativados intensamente e produzem grandes
quantidades de NO e IDO resultando em eficiente controle da carga fangica (ARAUJO, 2013,
artigo em preparacdo’;CANO et al., 1995). Esse fato é reforcado pela sintese precoce de IFN-
v (provavelmente por células NK) que atua na inducdo de IDO e iNOS (CANO et al., 1998).
Este quadro resulta em anergia permanente da imunidade celular devido a agdo supressora
concomitante de NO e dos metabolitos do triptofano. Deve-se também levar em consideracao
a presenca de células Treg que possivelmente auxiliam no processo de anergia da imunidade
de camundongos B10.A.

Dessa forma, nossos estudos no tempo de 96 horas, 2 e 8 semanas mostraram que as
DCs de animais suscetiveis e resistentes a PCM apresentaram comportamentos similares
principalmente em relacdo ao numero de células, a frequéncia de marcadores de ativacédo e de
subtipos de DCs ap0s tratamento com 1MT. Entretanto, a acdo de IDO traduz-se em inibicédo
precoce (96 h e 2 semanas) de células TCD4" e TCD8" em camundongos B10.A. Em
camundongos A/J, IDO parece ter pequeno efeito na proliferacdo de células T quando séo
usadas DCs de 96 horas e 2 semanas. Observamos somente um pequeno aumento da
populacdo TCD8". Mais tardiamente, a IDO parece influenciar igualmente a proliferacio de
células T de camundongos A/J e B10.A. Contudo, na cultura de DCs de 8 semanas tratadas
com 1IMT houve maior proliferacéo de células TCD4" somente na linhagem resistente.

Por outro lado, no inicio da infeccdo os camundongos A/J sdo tolerantes ao
crescimento fungico e isso pode ser devido ao grande nimero de células T reguladoras
induzidas pela expressdo de IDO, que impedem o desenvolvimento da imunidade celular. O
controle parcial do fungo, entretanto, pode ser mediado por IDO, uma vez que a sua inibi¢ao
leva a cargas fungicas maiores.

O nosso trabalho permitiu caracterizar a fungdo da IDO na anergia de células T de
camundongos suscetiveis e resistentes. Os resultados obtidos sugerem a acdo concomitante de
IDO e NO participando da anergia precoce de células T de camundongos suscetiveis.

Todos os resultados discutidos neste trabalho mostraram que os fendmenos biologicos
do comportamento das DCs frente & infec¢do de animais A/J e B10.A com P.brasiliensis sdo

marcantes e concordaram com aqueles encontrados em trabalho anterior in vivo. Em suma, os
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achados deste estudo nos levaram a entender que a fungéo catalitica de IDO é um importante
mecanismo regulatdrio que atua tanto na linhagem resistente como suscetivel, porém é mais
importante nesta ultima.

Estudos realizados por Pallota et al. (2011) demonstraram que DCs plasmacitdides
estimuladas por TGF-B apresentam um mecanismo de sinalizagdo mediado por IDO
fosforilada que culmina com a sintese sustentada da enzima IDO, IFN-a e IFN-B. Como
nossos dados sugeriam que este mecanismo era utilizado por camundongos resistentes,
aprofundamos os estudos dos mediadores das sinalizacdes mediadas por IFN-y e TGF-p para
melhor estabelecer os mecanismos da atividade da IDO na paracoccidiodomicose. A nossa
hipotese para esta parte de nosso trabalho era a de que camundongos suscetiveis usavam
principalmente a funcéo catalitica de IDO induzida por IFN-y enquanto que em camundongos
resistentes, além da funcdo catalitica, IDO exerceria uma funcdo sinalizadora induzida por
TGF-B. Realmente, em nosso modelo de infecgdo, os animais resistentes sdo produtores de
altos niveis de TGF-B e IDO, além de expandirem grande ntimero de células Tregs. Por outro
lado, em animais suscetiveis observamos grande producdo de IFN-y, sugerindo que a via
catalitica da IDO induzida por esta citocina era prevalente nesta linhagem.

J& esta bem descrito que enquanto respostas agudas inflamatérias sdo controladas de
forma mais eficiente pelo eixo IFN-y-IDO, a presenca de TGF-p ¢ critica para estabelecer um
perfil tolerogénico em DCs plasmacitéides levando-as a gerar e sustentar a fungdo das Tregs
através de efeitos combinados da quebra do triptofano em quinureninas atuando sobre as
células T via receptores de aril hidrocarboneto (FALLARINO et al., 2002, MEZRICH et al.,
2010).

De forma abrangente, estudamos primeiramente 0s mecanismos envolvidos na
atividade catalitica e sinalizadora de IDO em nosso modelo de infeccdo in vivo antes dos
estudos diretos com DCs isoladas de camundongos A/J e B10.A. Assim, investigamos se as
diferentes fungdes da IDO induzidas por IFN-y e TGF-beta manifestavam-se em células totais
de pulmé&o. Foram estudados trés tempos de infeccdo (96 horas, 2 e 8 semanas), em pulmdes
de camundongos suscetiveis e resistentes infectados, tratados ou ndo com 1MT.

Verificamos que os animais suscetiveis utilizam preferencialmente a via de sinalizacéo
Jak-STAT induzida por IFN-y, levando a intensa expressao da via catalitica de IDO, que
hidrolisa o triptofano para quinureninas e leva a diminuicdo da proliferacdo de células T. A
inibicdo de IDO por 1IMT levou a diminuicdo de expressdo de IDO, possivelmente em nivel
pos-transcricional. A expressdo marcante de Janus quinases 1 e 2 e STATL1 em células totais
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de camundongos B10.A, acrescido da maior expressdo de I1L-6 e SOCS3 sugerem que em
camundongos susceptiveis a degradacdo de IDO ocorre via proteassomal, induzida por
mecanismos pro-inflamatorios. Além disso, o uso de vias sinalizadoras que utilizam
fosfatases como as da familia das SHIP e SHP ocorre, mas ndo é intensa em animais
suscetiveis. Este fato sugere que nestes animais ndo existe uma unica via de inducdo de 1DO,
mas sim uma preferéncia pela via induzida pelo IFN-y.

Por outro lado, a producdo inata de TGF-f faz com que os animais da linhagem
resistente utilizem com forte intensidade a via de sinalizacdo das proteinas SMAD e PI(3)K,
que fosforilam residuos ITIMs da IDO e recrutam fosfatases do tipo SHIP, SHP-1 e SHP2,
que promovem a inducdo da via ndo candnica do NFkB, desencadeando uma intensa e
sustentada expressao de IDO, TGF-beta, IFN-a e IFN-fB. Esta cascata de eventos resulta em
um loop de expressao continuada de TGF-p e IDO que favorece a conversdo de células T
naive CD4+ em células Treg (PALLOTA et al., 2011). Estes mecanismos puderam ser
caracterizados em animais A/J, pela elevada expressdo de mMRNA encontrada nos genes que
compdem essa via de sinalizacdo. Mais ainda, a inibicdo de IDO por 1IMT pouco interferiu
nos eventos de sinalizacdo dos animais resistentes, mostrando que a funcéo sinalizadora da
IDO tem predominéncia sobre a via catalitica.

Os resultados obtidos com células totais de pulmdes nos levaram a confirmar estes
interessantes achados utilizando as DCs purificadas por beads magnéticos a partir das células
totais do pulmdo de camundongos A/J e B10.A, nos tempos de infeccdo de 96 horas, 2 e 8
semanas, em grupos infectados controle e em grupos infectados tratados com 1MT. Com
todos os parametros estudados, encontramos resultados consistentes, sugerindo que, como
previamente demonstrado in vitro por Pallota et al. (2011), em nosso modelo de infeccéo
camundongos resistentes utilizam de forma acentuada a via sinalizadora de IDO enquanto que
nos animais suscetiveis ha destacada preferéncia pela via catalitica de IDO como mecanismo
de imunoregulagdo. Enquanto IFN-y pode ser importante instrumento na geracdo de células
Treg através das funcdes enzimaticas da IDO, TGF-f sustenta uma forma constitutiva de
expressdao da enzima IDO na interface entre DCs e células T reguladoras (FALLARINO;
GROHMANN; PUCCETTI, 2012) Este fato é original e, no nosso conhecimento, nunca foi
descrito em modelo de resposta imune a patdégeno. Mais ainda, nossos resultados demonstram
que, inesperadamente, funcbes tolerogénicas de DCs estdo envolvidas com mecanismos de
resisténcia ao fungo, enquanto que mecanismos pré-inflamatorios estdo associados com

susceptibilidade.
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Em conjunto, os estudos realizados no modelo de susceptibilidade e resisténcia ao
P.brasiliensis tém demonstrado que a ativacao balanceada do sistema imune é necessaria para
que ocorra protecdo dos hospedeiros e que 0 excesso da ativacdo seja ela do tipo pré ou anti-
inflamatdria leva a doencas graves induzidas pelo fungo (CALICH et al., 2008a,b; PINA et
al., 2008). Em camundongos suscetiveis a inativacdo da imunidade adaptativa ocorre por
excessiva atividade pro-inflamatdria da imunidade inata, que, entretanto é habil no controle da
carga fungica inicial. Em camundongos resistentes, ao contrario, observa-se uma atividade
tolerogénica inicial mediada por TGF-f que impede o controle inicial do crescimento dos
fungos. Esta atividade, entretanto, esta balanceada pela sintese acentuada de TNF-a. e IL-1
por DCs mieldides que induzem a diferenciacdo de respostas mistas Th1/Th17, sempre
fortemente controladas pela expansdo acentuada de células Treg. Este padrdo de imunidade
adaptativa confere protecdo através do controle do crescimento fungico, mas evita lesdo
tecidual por excesso de atividade do sistema (CALICH et al., 2008a,b; PINA et al., 2008).
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5 CONCLUSAO

Neste trabalho pudemos verificar que a atividade imunoreguladora da IDO na
paracoccidioidomicose pulmonar é mediada, pelo menos em parte, pelo controle da expansdo
e atividade das células dendriticas e subsequente expansdo de celulas T efetoras e T
reguladoras.

Assim, utilizando um inibidor da atividade catalitica da enzima IDO pudemos verificar
que IDO controla em animais suscetiveis e resistentes ao fungo: a carga fungica em DCs, a
migracdo e ativacdo das varias subpopulacGes de DCs para os pulmdes, a producdo de
citocinas pro- e anti-inflamatorias e a atividade imunogénica das DCs.

Mais ainda, estudando os mediadores envolvidos na inducdo de IDO mediados por
IFN-y e TGF-B pudemos verificar que em camundongos suscetiveis a sintese de IDO ¢
preferencialmente mediada por IFN-y. Nestes animais a atividade catalitica da IDO parece ser
prevalente sobre a atividade sinalizadora. JA& em camundongos resistentes a IDO €
preferencialmente mediada por TGF-B. Nestes animais a atividade sinalizadora da IDO parece

prevalecer sobre a catalitica.
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