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RESUMO

GALDINO, N. A. L. Avaliacdo do papel das células T reguladoras na
imunomodulacéo da paracoccidiodomicose pulmonar estabelecida. 2017. 78 f.
Dissertacdo (Mestrado em Imunologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, 2017.

Recentemente tem sido demonstrada a grande importancia dos linfécitos T
reguladores (Treg, T CD4'CD25'Foxp3’) na manutencdo da tolerdncia a auto
antigenos e no controle da resposta imune em diversas infec¢cdes que, quando
excessiva, pode levar a intensa patologia tecidual.Em varios modelos de doencas
infecciosas, a acdo das células Treg tem sido associada com efeitos deletérios por
sua atividade supressora sobre a imunidade efetora, embora em outros modelos
estes efeitos tém sido considerados protetores por controlar a inflamacéo excessiva
e patologia tecidual. Na paracoccidioidomicose (PCM), micose sistémica mais
frequente na América Latina causada pelo Paraccoccidioides brasiliensis (Pb), a
atuacao das células Treg tem sido recentemente estudada e o seu papel na infeccéao
vem sendo gradativamente elucidado. Estudo teve como propdsito caracterizar o
efeito modulador da deplecédo de células Treg em fase de doenca ja estabelecida.
Para tanto, foram utilizados camundongos C57BL/6 transgénicos para a expressao
do receptor de toxina diftérica (DTR) e GFP (“green fluorescent protein”) sob a
influéncia do gene FoxP3, fator de transcricdo caracteristico das células Treg.A
deplecdo foi realizada através do tratamento de  camundongos
C57BL/6°TR*°FP(DEREG) com toxina diftérica na doenca ja estabelecida (3 semanas
apos a infeccao intratraqueal com um milhdo de leveduras). A gravidade da doenca
foi avaliada 6 e 10 semanas apo6s a infeccao através da caracterizacado da carga
fangica nos tecidos, desenvolvimento de imunidade TCD8" e TCD4" (Th1/Th2/Th17)
e histopatologia. No periodo de infec¢do analisado, os animais DEREG tratados com
a toxina diftérica apresentaram menor nimero de células Treg associado com menor
carga fungica no pulmao, figado e baco, além de menor leséo tecidual e reducéo
dos granulomas do que os camundongos controle (infectados e tratados com salina).
Além disso, foi possivel observar um maior influxo de células TCD4" e TCD8"
efetorasnos pulmdes dos camundongos tratados com DT acompanhado de aumento
significativo na producgéo de citocinas dos tipos Thl e Th17 em relagdo aos animais
controle. Desta forma, os dados obtidos demonstram pela primeira vez os efeitos
benéficos da deplecdo das células T reguladoras na PCM j& estabelecida, visto que
todos os parametros analisados demonstraram uma melhora da doenca, como
caracterizado pela menor carga flingica e maior ativagdo da imunidade TCD4" e
TCD8*. Mais importante, estes achados abrem a perspectiva de tratamento
imunoterdpico em PCM, que s6 é diagnosticada quando j4 estd estabelecida,
através do controle do numero e/ou funcao das células T reguladoras.

Palavras-chave: Paracoccidioidomicose. T reguladoras. DEREG. Imumomudulagéo



ABSTRACT

GALDINO, N. A. L. Immunomodulatory function of regulatory T cells during
pulmonary paracoccidioidomycosis. 2017. 78 f. Master thesis (Immunology) -
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, 2017.

The importance of regulatory T cells (Treg) in maintaining tolerance to self antigens
and controlling the immune response in various infections has been recently
demonstrated. In many infectious diseases, Treg cells suppressive activity of the
effector immune response has been associated with deleterious effects, however in
other models this activity has been considered protective in order to control
excessive inflammation and tissue pathology. In paracoccidioidomycosis (PCM), the
most frequent systemic mycosis in Latin America caused by Paraccoccidioides
brasiliensis (Pb), the role of Treg cells role in the infection has been recently studied.
We used C57BL/6 transgenic mice for expression of the diphtheria toxin receptor
(DTR) and GFP ("green fluorescent protein”) under the influence of FoxP3 gene
transcription factor, which is characteristic of Treg cells. Depletion was performed by
treatment of C57BL/6°TN*¢FP (DEREG) mice with diphtheria toxin after 3 weeks of
infection with a million yeast by intratracheal surgery. Disease severity was assessed
6 weeks after the infection by characterizing the tissue fungal burden, CD8" immune
development, CD4" (Th1/Th2/Th17) and histopathology. Over the infection period,
DEREG mice treated with diphtheria toxin showed smaller number of Treg cells,
which was associated with a lower fungal burden in the lung, liver and spleen, less
tissue damage and reduced granulomas when compared to control mice (infected
and treated saline). Additionally, we observed a greater influx of CD4" and CD8"
effector cells in the lungs of DEREG mice followed by significant increase in cytokine
production in Thl and Th17 cell types when compared to control animals. Thus, this
data indicates beneficial effects of depletion of regulatory T cells in PCM already
established, for the first time. All results showed an improvement of the disease
characterized by decreased in fungal burden and increased activation of CD4"
immunity and CD8". More importantly, these findings highlight a immunotherapeutic
treatment perspective for established PCM through immunomodulation of Treg cells,
controlling the number and function of these population.

Keywords: Paracoccidiomycosis. Treg cells. DEREG. Immunomodulation
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1 INTRODUCAO
1.1 Paracoccidioidomicose (PCM)

Paracoccidioidomicose (PCM) é a micose sistémica mais prevalente na
América Latina, causada por fungos do género Paracoccidioides, sendo
Paracoccidioides brasiliensis e Paracoccidioides Ilutzii os agentes etioldgicos
atualmente conhecidos desta doenca (TEIXEIRA et al., 2009). O P. brasiliensis, o
agente com maior diretriz de estudos, caracteriza-se como um fungo dimorfico
termodependente, de modo que seu crescimento a 25 °C se desenvolve na forma de
micélio (forma M) que apresenta hifas finas e septadas, com clamidoconidios
terminais ou intercalados (Figura 1-C), enquanto que a 37 °C, nos tecidos infectados
e nas secrecbes do hospedeiro, sdo encontradas as formas de leveduras
arredondadas (forma L), mostrando-se isoladas ou em pequenos agrupamentos de
células (Figura 1- A e B) (LACAZ, 1994).

A PCM afeta principalmente os pulmdes, sistema reticulo endotelial e areas
mucocutaneas, podendo também se propagar para outros 6rgdos como linfonodos,
figado e baco (BRUMMER et al., 1993; FRANCO, 1987). Apresenta-se como uma
doenca predominantemente cronica e granulomatosa, sendo esta a leséo resultante
da reacdo de hipersensibilidade do tipo tardia (HTT) contra antigenos do fungo, o
que impede a disseminacdo deste pelo organismo promovendo seu controle
(ROMANI, 1997).

Figura 1 - Morfologia de Paracoccidiodes brasiliensis. Leveduras do isolado Pb18 mostradas por
microscopia de luz (A) e microscopia eletrénica (B). llustracdo de um conidio de Pb 18 visto por
microscopia de luz (C) no aumento de 100 X

9
e,

o

&
) :ﬁg ~
(Fonte: Bocca et al., 2013)

N

Individuos que inalam propagulos infectantes, como fragmentos de micélio ou

esporos dos fungos, geralmente desenvolvem a infec¢éo, cuja manifestacao clinica
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depende da viruléncia da cepa infectante de P. brasiliensis, do grau e do tipo de
resposta imunolégica desencadeada (RESTREPO et al., 2001). Dentre
componentes que podem ser considerados fatores de viruléncia do fungo, o principal

7

componente antigénico do P. brasiliensis € uma glicoproteina de superficie da
parede fungica com 43 kDa (gp43), a qual é considerada o antigeno
imunodominante associado ao fator de viruléncia e/ou escape pelo qual o fungo
evade os mecanismos de defesa do hospedeiro e se instala nos tecidos. Esta
glicoproteina é liberada pelo fungo em sua fase exponencial de crescimento, e
acredita-se que sua atuagcdo como um mecanismo de escape do fungo ocorrapor
interferir com a resposta humoral do hospedeiro, promovendo a ligacdo da superficie
celular do parasita a laminina, facilitando sua disseminacdo e invasao nos tecidos
(LOPES et al., 1994; VICENTINI et al., 1994). Entretanto, outro trabalho de nosso
grupo mostrou resultados opostos, isto € a ligacao de laminina ao P. brasiliensis leva
a infeccbes menos graves (ANDRE et al., 2004). Além da gp43, componentes como
a a-(1,3)-glucana encontrada na parede celular fungica, proteinases, lipases e
moléculas de adesdo também s&o considerados importantes fatores de viruléncia
(BAGAGLI et al., 2008). O P. brasiliensis também possui melanina em sua parede
celular, visto que a melanizacdo é um processo que auxilia no mecanismo de
evasdo do sistema imune do hospedeiro, a melanina também € considerada um

componente importante associado a viruléncia do fungo (TABORDA et al., 2008).

A PCM pode ser classificada em PCM-infeccdo e PCM-doenca, com formas
clinicas aguda e subaguda (ou tipo juvenil) e crbnica (tipo adulto). A PCM-infeccéo
ocorre em individuos de ambos 0s sexos, aparentemente sadios, que residem ou
residiram em zona endémica e que tém reacgdo intradérmica positiva para antigeno
de P. brasiliensis, porém nao ha desenvolvimento da doenca (FRANCO, 1986). A
forma aguda ocorre em aproximadamente 5% dos casos e aparece em algumas
semanas ou meses apos a infec¢gdo com o fungo. Esta forma da doenca geralmente
afeta criancas e jovens adultos, homens e mulheres em frequéncias aparentemente
parecidas. A forma crbnica atinge preferencialmente adultos do sexo masculino,
havendo infeccdo pulmonar com disseminacdo para outros 0Orgaos e tecidos
(RESTREPO, 2001). A PCM-doenca é menos frequente nas mulheres do que nos

homens, pois devido a presenca de horménios femininos, como o estrogeno, que
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impede a transformacdo do fungo da forma de micélio para a forma leveduriforme
infectante (LOOSE et al., 1983).

1.1.1 Epidemiologia

Ao estudar a incidéncia e propagacédo da PCM, foi verificado que esta € uma
endemia encontrada principalmente na América Central e América do Sul, sendo
sua maior prevaléncia na Argentina, Brasil, Coldbmbia e Venezuela. Nos ultimos
anos, casos de PCM tém aparecido nos USA, Europa e Asia, mas acredita-se que

sejam casos importados das Américas (BOCCA et al., 2013).

Figura 2 - Distribuic&o geografica da endemicidade da PCM no Brasil.

N
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(Fonte: Shikanai-Yassuda et al., 2006)

No Brasil, a PCM é considerada a oitava causa de mortalidade entre as
doencas infecciosas e parasitarias. No periodo de 1980 a 1995 foram registrados
3.181 casos de Obitos por PCM, resultando em uma taxa média anual de
1,45/milhdes de habitantes, havendo registro de 6ébitos pela moléstia em um quarto
dos municipios brasileiros (COUTINHO et al., 2002).

Em estudo mais recente, Coutinho et al. (2015) analisou o0s registros
hospitalares referentes a casos cujo diagnostico estava relacionado a infecgéo por
P. brasiliensis. Um total de 6732 internacdes por paracoccidioidomicose foram
registrados no Brasil entre janeiro de 1998 e dezembro de 2006, com uma média

anual de 748 admissdes. A taxa de admissao para PCM foi de 4,3 internamentos por
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milh&o de habitantes, e os casos foram contabilizados em todos os estados do Brasil
(COUTINHO et al., 2015).

Uma vez que a notificacdo dos casos ndao se da de forma compulsoria, os
calculos de prevaléncia, incidéncia e morbidade desta micose baseiam-se em
relatos de inquéritos epidemiologicos e de séries de casos. Com base na
experiéncia de servicos de referéncia no atendimento de pacientes com PCM,
acredita-se que sua incidéncia em zonas endémicas varie de 3 a 4 novos
casos/milhdo até 1 a 3 novos casos por 100 mil habitantes/ano (MARTINEZ et al.,
2015).

Dentre as regifes brasileiras que sdo acometidas com casos da doenca, 0s
principais estados atingidos sdo: Sao Paulo, Rio de Janeiro, Espirito Santo e Minas
Gerais na regido Sudeste; Goias e Mato Grosso do Sul na regido Centro Oeste, e no
Sul os principais estados atingidos sdo Parana e o Norte do Rio Grande do Sul.
Ademais, estados ao longo da fronteira oriental da Regido Amazonica, incluindo o
Para, Maranhdo e Tocantins, também apresentam um nimero significativo de casos.
Na regido Nordeste ndo foi relatado a incidéncia de muitos casos devido, além da
falta de notificacdo nesta regido como na maioria das regides do pais, ao acesso
dificultado aos servicos hospitalares por parte da populacdo rural (Figura 2)
(COUTINHO et al., 2015).

O principal fator de risco para aquisicdo da PCM sédo as profissdes ou
atividades relacionadas ao manejo do solo coma presenca fungo, como por
exemplo, atividades agricolas, preparo de solo, praticas de jardinagens, transporte
de produtos vegetais, entre outros. Em geral, observa-se que a grande maioria dos
pacientes exerceu atividade agricola nas duas primeiras décadas de vida, tendo
nessa época provavelmente adquirida a infeccdo, embora as manifestacées surjam
em geral muitos anos depois da exposicao (SHIKANAI-YASSUDA et al., 2006).

1.1.2 Aspectos clinicos e diagnostico

A PCM crénica no adulto € a forma de apresentacdo mais frequente e ocorre
predominantemente no sexo masculino, como ja descrito anteriormente. Caracteriza-
se por uma evolugdo de varios meses onde predominam a adinamia,
emagrecimento, lesbes tegumentares e as vezes linfoadenopatia. A presenca de

febre € irregular e em geral pouco intensa, visto que seu surgimento pode ser
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decorrente de coinfeccfes bacterianas como Mycobacterium tuberculosis ou outros
microrganismos. O pulmdo é o 6rgdo mais frequentemente acometido, atingindo
entre 80 e 90% dos casos, sua manifestacdo clinica € muito insidiosa,
compreendendo tosse seca, posteriormente produtiva, e dispneia aos esforcos
(SHIKANAI-YASUDA et al., 2006).

As lesdes da mucosa oral, faringe e laringe sdo muito comuns e resultam de
disseminacdo hematogénica do fungo a partir de um foco primario pulmonar e
geralmente correlacionam-se com maior gravidade do processo infeccioso.
Apresentam aspecto polimorfico e frequentemente sdo distribuidas na face e em
torno de orificios naturais do corpo, como boca, nariz e anus (MARTINS et al.,
2003). Na boca, nota-se a presenca de ulceracbes de aspecto moriforme,
geralmente acompanhada de sangramento, abaulamento dentario e dor. Lesdes de
palato mole e faringe causam odinofagia, estado no qual o paciente apresenta
emagrecimento e, em geral, apresenta uma piora no quadro clinico. Outros locais
frequentemente envolvidos na infeccao sistémica incluem os linfonodos, glandulas
suprarrenais, figado e baco e, ainda em menores proporcdes, o intestino e 0 SNC
também podem ser atingidos (BRUMMER et al., 1993; FRANCO, 1987). As sequelas
mais limitantes desta micose incluem quadros de insuficiéncia pulmonar crénica,
insuficiéncia adrenal cronica e linfangiectasia com ma-absorcdo intestinal
(RESTREPO et al., 2008).

O diagnostico da PCM pode ser realizado através de diferentes métodos,
como exame micologico direto, cultura de P. brasiliensis, exames soroldgicos,
histopatologia e técnicas moleculares por reacdo em cadeia da polimerase (em
inglés, Polymerase Chain Reaction - PCR) (SAN-BLAS; NINO-VEGA, 2008). Testes
sorologicos apresentam resultados mais rapidos quando comparados a exames de
cultura e histopatoldgicos, e sdo amplamente utilizados na confirmacdo da doenca
(BLOTTA et al., 1999). A glicoproteina de 43 kDa (gp43), secretada durante a
infeccdo, € um antigeno detectado em todas as formas clinicas da PCM e
reconhecido em diversos testes soroldgicos (PUCCIA et al.,, 1991). No entanto, a
cultura e a histopatologia sédo igualmente recomendados para o diagnostico
conclusivo da doenca. Na analise através da bidpsia, evidencia-se um granuloma
supurativo com aproximadamente 30 pum de diametro, geralmente contendo

leveduras esporuladas. Para tornar o fungo evidente sdao empregadas as coloragdes
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de nitrato de prata metenamina (Gomori-Groccott) e PAS (4cido periédixo de Schiff)
(PALMEIRO et al., 2005).

A inflamacé&o granulomatosa durante a PCM pode assumir padrbes que se
correlacionam com a resposta imunoldgica do hospedeiro (MARQUES et al., 2007),
podendo representar uma resposta imune especifica do tecido parasitado na
tentativa de destruir ou formar uma barreira para impedir a multiplicacdo e
disseminacao do fungo. O diagndstico rapido é essencial para a introducdo de uma
estratégia terapéutica eficaz. O tratamento geralmente é prolongado, com terapias
gue se estendem de 1 a 2 anos, e as drogas frequentemente usadas no tratamento
incluem a anfotericina B, sulfamidas e derivados azélicos. Portanto, com um retardo
no diagnostico e na auséncia de terapia com drogas, a doenca pode levar a
sequelas graves e inclusive ao 6bito (HAHN et al., 2003; SANTO, 2008; VALLE et
al., 1998).

1.1.3 Resposta imune na paracoccidioidomicose

Dados experimentais e clinicos indicam que tanto a imunidade inata quanto a
adaptativa tém um papel fundamental na defesa dos hospedeiros contra a infec¢éo
por P. brasiliensis, bem como a imunidade humoral, visto que niveis altos de
anticorpos e ativacao policlonal de linfocitos B estdo associados com as formas mais
graves da doenca (CASTANEDA et al., 1988).

Com o intuito de estudar os aspectos clinicos da PCM do ponto de vista
imunoldgico, foi proposto por Calich et al. (1985) um modelo murino isogénico de
PCM, onde camundongos A/Sn apresentavam uma resposta imune que confere
resisténcia frente a infeccéo por P. brasiliensis e susceptibilidade em camundongos
B10.A. Neste caso, a linhagem B10.A mimetiza a doenca humana grave e
progressiva, onde apresenta uma ineficiente ativacdo dos macréfagos e desenvolve
positividade discreta ou total anergia nas reacdes de hipersensibilidade do tipo tardia
(HTT). De modo oposto, a linhagem A/Sn mostra um padréo regressivo ou brando
da doenca, eficiente ativacdo dos macrofagos e reacdes de HTT positivas e
persistentes (CALICH et al.,1994; CALICH et al., 1998).

Acredita-se que as células fagociticas por meio de sua ativacéo e atividade
fungicida representem as principais células de defesa contra o P. brasiliensis.
Atraveés do processo de fagocitose, os macréfagos ativados pelo IFN-y exercem um

efeito fungicida sobre conidios de P. brasiliensis associado a sintese de oxido nitrico
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(NO) (GONZALEZ et al., 2000) ao contrario, leveduras fagocitadas por macréfagos
ndo ativados sdo capazes de se multiplicar dentro dessas células (BRUMMER et al.,
1989). O NO pode exercer efeitos positivos ou negativos na imunorregulacdo do
hospedeiro na PCM, podendo causar imunossupressao inibindo a linfoproliferacéo e
a producdo de TNF-a ou controlar a multiplicagdo do fungo (GONZALEZ et al.,
2000).

As células dendriticas, as quais sdo consideradas as principais células
apresentadoras de antigenos do sistema imune, sdo especializadas na captura,
processamento, transporte do antigeno para os 6rgdos linfoides e apresentacdo do
antigeno processado aos linfocitos T naive (ALMEIDA et al., 2001). As células
dendriticas de camundongos B10.A e A/J em resposta ao desafio in vitro com
antigeno dominante de P. brasiliensis, gp-43, sdo pouco eficientes na inducdo de
resposta celular mediada por linfécitos e, quando estas células séo transferidas in
vivo, podem levar a doenca exacerbada (ALMEIDA et al., 2001).

As células dendriticas plasmocitéides (pDCs), as quais sdo cruciais em
infeccdes virais, foram recentemente descritas quanto a sua acao tolerogénica frente
a infeccdo por P. brasiliensis, induzindo a sintese elevada de TNF-a e IFN-B in vitro
de maneira dependente da indolamina 2,3 dioxigenase (IDO) uma enzima que
degrada o triptofano. A deplecdo de pDCs com o0 uso de um anticorpo monoclonal
especifico resultou numa infeccdo menos severa, bem como patologia tecidual
reduzida e tempo de sobrevivéncia aumentado. Foi também observado um aumento
do influxo de macréfagos e neutréfilos nos pulmdes e uma elevada presenca de
linfocitos T CD4" e CD8" produtores de IFN-y e IL-17,concomitante com a diminuig&o
da frequéncia de células Treg e niveis reduzidos de citocinas imunorreguladoras tais
como IL-10, TGF-B, IL-27 e IL-35 (ARAUJO et al., 2017).

De acordo com estudos realizados por nosso grupo, os linfécitos T CD4+ e
CD8" participam dos processos da imunoprotecdo na infec¢do pelo P. brasiliensis.
Linfécitos T CD4 e T CD8 do tipo 1, secretores de IFN-y e IL-2 em concomitancia
com linfécitos CD4 do tipo Th2, secretores de IL-4, IL-5 e IL-10, caracterizam a
resposta protetora dos camundongos A/J. Por outro lado, camundongos B10.A nao
desenvolvem resposta Th2 tipica, pois ndo ha a sintese de IL-4. Entretanto, os
niveis baixos ou ausentes de IFN-y se associam a altos niveis de IL-5 e IL-10
(CHIARELLA et al., 2007).
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Cano et al. (2000) observou que as células T CD8" sdo protetoras na PCM
experimental murina (B10.A e A/Sn) e a intensidade da ativacdo dessas células
depende do padrdo genético do hospedeiro (CANO et al., 2000). Chiarella et al.
(2007), também em nosso laboratério, demonstraram que a deplecao de células T
CD4" nao afetou drasticamente a doenca de camundongos susceptiveis, sugerindo
que o controle da doenca nestes animais ndo € mediado principalmente por esta
populacgio celular, mas sim por linfocitos T CD8".

Pacientes que apresentam a forma disseminada da doenca quando
comparados com aqueles que apresentam a forma branda exibem um perfil de
resposta Th2, com leucécitos produtores de citocinas do tipo 2 (IL-4, IL-5, IL-10),
TGF-B, e sintese de baixos niveis de IFN-y. Em contrapartida, individuos infectados
com sintomas brandos ou assintomaticos apresentam resposta predominante do tipo
Thl, com produgéo predominante de IFN-y e TNF-a associados a niveis basais de
IL-4, IL-5 e IL-10 (OLEIVEIRA et al., 2002).

Recentemente, também tem sido investigada a participacéo de células Treg no
controle da PCM, uma vez que 0 aumento no numero destas células tem sido
associado com a gravidade da doencga Visto que os mecanismos imunorreguladores
dessas células frente a infeccdo por P. brasiliensis ainda permanecem pouco
elucidados, torna-se necessario uma compreensdo mais clara do seu papel na

doenca.

1.2 Células T Reguladoras

As células T reguladoras (Tregs) representam uma subpopulacao de linfécitos

CD4*caracterizados, em geral, pela expressdo da molécula CD25*""

e pelo fator de
transcricdo Foxp3, sendo consideradas essenciais para a manutencao da tolerancia
periférica, prevencdo da autoimunidade e limitacdo da resposta inflamatéria crénica
(CAMPBELL et al., 2007; SOJKA et al., 2008). Como as outras células T CD4+,
estas células também tém sua maturacdo no timo. Entretanto, as células Treg
produzidas no timo ja deixam este 6érgdo comprometidas funcionalmente, e parecem
realizar a selecéo de seus receptores para o reconhecimento de auto-antigenos com
alta afinidade, possivelmente por serem selecionadas por células epiteliais timicas
apresentadoras de antigenos. Ainda no timo, estas células adquirem um fendtipo

ativado e expressam um grupo de marcadores de superficie celular encontrado em
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células T convencionais ativadas [p.ex. CD25, GITR (Receptor da Familia do TNF
Induzido por Glicocorticoide), CTLA-4 (Antigeno 4 do Linfocito T Citotdxico)
(SAKAGUCHI et al., 2004).

As células Treg desempenham um importante papel na manutencdo da
tolerancia periférica e previnem o desenvolvimento de uma variedade de doencas
autoimunes, além de atuarem através de varios mecanismos no controle da resposta

imune aos aloantigenos, aos auto-antigenos e aos patogenos (Yl et al., 2006).

Varios sdo 0s mecanismos propostos para a atividade supressora das células
Treg. Além do contato fisico, mediadores sollUveis podem ocasionar a supressao. As
moléculas CTLA-4 ao interagir com moléculas B7 de APCs inibem a ativacdo de
células T; além disso, as células Treg expressam TGF-f em sua membrana e sao
capazes de sintetizar citocinas inibitérias como a IL-10, TGF- e IL-35. O consumo
de IL-2 exdgena, e a transferéncia de cAMP para células T através de juncdes do
tipo GAP também resultam em sinais supressores para as células T (BODOR et al.,
2007; DEAGLIO et al., 2007).

Esta subpopulacdo de células pode ser dividida em duas categorias: Tregs

naturais e Tregs induzidas.

As Tregs naturais (nTreg) sdo naturalmente produzidas no timo, onde
adquirem seu fendtipo ativado e expressam marcadores que Sd80 comumente
encontrados em células T ativadas, tais como CD25", CTLA-4, OX40 e GITR
(YAMAGUCHI et al., 2007). Estas células, que representam cerca de 1 a 3% das
células TCD4", atuam através de varios mecanismos no controle da resposta imune
aos aloantigenos, auto-antigenos e patdgenos, desempenhando um papel
importante no controle de autoimunidade e da imunidade contra diversas patologias,
sejam elas infecciosas ou ndo (BELKAID et al., 2005). Ja as células Treg induzidas
(iTreg), que sdo expandidas em resposta a antigenos proprios ou estranhos
apresentados na periferia, sdo linfécitos que inicialmente possuem o fenétipo T CD4*
CD25 naive e, através de condi¢cbes estimulatorias especificas, se diferenciam
(TCD4'CD25™M9" e adquirem sua funcdo supressora dependentes ou
independentes do fator de transcricdo Foxp3 (Yl et al., 2006). Varios fatores podem
induzir a expressdao do Foxp3 (FEUERER et al., 2009),estando dentre os

mecanismos de conversdo CD25CD4" em CD25'CD4" na periferiaprincipalmente
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via TGF-B, sendo também demonstrado que a vitamina D, a prostaglandina E2 e a
enzima indoleamina-2,3-dioxigenase (IDO) também induzem a expresséo de Foxp3
e sua funcdo supressora (GROTH; LANDAY, 2008). No entanto, o mecanismo
molecular responsavel pela regulacdo da expressédo e funcdo da Foxp3 permanece
pouco esclarecido (BELKAID et al., 2005).

A funcdo das células iTreg sdo semelhantes as funcbes das nTreg,
porémuma subpopulacdo que ndo expressa o fator de transcricdo Foxp3 tem sua
funcdo principalmente mediada pela producdo de citocinas supressoras, as quais
sao utilizadas como base para a sua atual classificacdo em dois tipos de iTregs. As
células T reguladoras CD4" do tipo 1 (Trl) expressam altos niveis de IL-10 e
moderados niveis de TGF-B, enquanto as células T helper 3 regulatorias (Th3)
expressam altos niveis de TGF-B e moderados de IL-10 (FARIA et al., 2006;
WEINER et al., 2001). Ambas, nTreg e iTreg, tém a capacidade de prevenir a
migracdo de células da imunidade celular para os 6rgéos-alvo, bem como impedir a

ativacdo destas impedindo o contato com as células apresentadoras de antigenos.

Além disso, além da expressdo em células reguladoras T CD4", trabalhos
recentes tém demonstrado que Foxp3 também se expressa em linfécitos T CD8"que

também exercem potentes atividades supressoras da imunidade (LU et al., 2008).
1.2.1 Células T reguladoras em doencgas infecciosas

O papel das células T reguladoras em infec¢des virais, bacterianas e
parasitarias tem sido amplamente estudado, bem como contra infec¢Bes fangicas
como as causadas por Candida albicans, Histoplasmacapsulatum e P. brasiliensis
(CAVASSANI et al., 2006; FELONATO et al., 2009; KROETZ et al., 2010; NETEA et
al., 2004; SUTMULLER et al., 2006).

Em geral, a presenca de niumero grande ou a atividade excessiva de células
Treg estdo geralmente associadas com efeito deletério por inibir a funcéo efetora de
células T (SUVAS et al., 2004). Uma das hipdteses que associa a presenca de
células Treg com patologias infecciosas de natureza crbnica baseia-se no
argumento que a frequéncia destas células pode facilitar a manutencdo do
patbgeno, mesmo que em pequeno numero. Esta permanéncia de pequeno numero
de microrganismos parece também facilitar a manutencdo de memoaria imunolégica

em niveis suficientes para proteger contra infec¢cdes subsequentes. Um exemplo
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descrito € o modelo de infeccdo por Leishmania major em camundongos C57BL/6.
Durante a infeccdo por este protozoario as células T CD4'CD25" acumulam na
derme, onde suprimem a capacidade das células T CD4'CD25 de eliminar o
parasita do local. Como consequéncia, as células Treg promovem a persisténcia do
patégeno e a potencial transmissao para outros hospedeiros. A remocédo das células
Treg induz a “cura estéril’, um estado ndo compativel com a preservacédo da
imunidade por longo tempo (BELKAID et al., 2002).

Em modelo de infec¢cdo por fungo, descreveu-se que as células Treg sao
componentes necessarios para a manutencao da infeccdo causada por C. albicans;
a reducdo de células T CD4'CD25"Foxp3" (Treg) induz um melhor controle da
infeccdo por reduzir a carga fungica, mas aumenta a inflamacgéo gastrointestinal. Por
outro lado, a transferéncia de células Treg mantém a infeccdo e restaura a
resisténcia a reinfeccdo (MONTAGNOLI et al., 2002).

Na PCM, em um estudo pioneiro realizado com individuos saudaveis e com
pacientes com PCM crbnica, foi demonstrado que o numero total de células T
CD4'CD25" é similar no sangue e nas lesdes de ambos os grupos. Contudo, as
células T CD4'CD25" que expressam o fator de transcricdo Foxp3 aparecem em
namero elevado tanto no sangue como nas lesdes dos pacientes infectados, e
apresentam forte atividade supressora (CAVASSANI et al., 2006). Em trabalho
subsequente, pode-se notar mais uma vez que a presenca de Treg com maior
frequéncia nas lesbes e sangue periférico de pacientes ndo tratados do que
naqueles tratados, e que a atividade supressora das células Treg era parcialmente
mediada por contato célula-célula e secrecdo de citocinas supressoras como IL-10 e
TGF-B (MAMONI et al., 2006).

A literatura recente, inclusive aquela por nés publicada, tem demonstrado que
as células Treg exercem, em geral, um papel deletério na PCM, pois estdo
associadas a imunidade deficiente de células T e dificuldade na erradicacdo do
patégeno. Ao estudar a imunorregulagdo na PCM, pudemos verificar que células
Treg exercem tal efeito deletério tanto para camundongos resistentes quanto para
camundongos susceptiveis ao fungo. A deplecdo destas células por anticorpo
monoclonal anti-CD25 levou a infeccdo menos grave e regressiva além de patologia
tecidual diminuida em ambas as linhagens. Além disso, a deple¢éo de células Treg

foi capaz de reverter a anergia inicial de células T de camundongos A/J resistentes e
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potenciou as repostas Th1l/Th2 e Thl7 tardias e protetoras contra o fungo. Em
camundongos B10.A, a diminuicdo de células Treg levou a mecanismos de
imunidade natural muito eficientes, resgatou a producdo tardia de citocinas
Th1/Th2/Thl17 e, mais importante, aboliu a mortalidade precoce e aumentada desta
linhagem de camundongos (FELONATO et al., 2012). Outros trabalhos também
realizados em nosso laboratério demonstraram que os receptores do tipo Toll, a
molécula adaptadora MyD88 e a molécula coestimulatoria CD28 controlam a
expansao das células Treg na PCM pulmonar (FELONATO et al., 2010; LOURES et
al., 2009; LOURES et al., 2010; LOURES et al., 2011). Entretanto, foi demonstrado
recentemente por Bazan et al. (2015) que, em determinadas situagcdes, as células
Treg podem também exercer um papel protetor na PCM, uma vez que sua
deficiéncia acarreta uma inflamacao tecidual exacerbada mediada principalmente
por linfocitos Thl7 e excessiva inflamacdo mediada por leucdcitos
polimorfonuclerares neutrofilos (BAZAN et al., 2015).

Visto que tanto na PCM humana como em modelos murinos 0s mecanismos
imunorreguladores das células Treg ainda sdo ainda pouco elucidados, faz-se
necessario o aumento do conhecimento relacionado ao papel desta célula frente a

infeccdo, bem como seu comportamento e atividade em diferentes estagios da PCM.
1.2.2 Modelo de deplecéo de células T Reguladoras em camundongos DEREG

Devido a importancia do papel das células T reguladoras na homeostase do
sistema imune, novas ferramentas que propiciam a modulacdo destas células tém
sido desenvolvidas para o melhor entendimento de suas fungdes. O protocolo de
deplecéo de células T reguladoras em camundongos DEREG foi descrita por Lahl e
Sparwasser (2011) com o objetivo de permitir a deplecéo especifica de células Treg
gue expressam o gene Foxp3 (LAHL et al.,, 2007; LAHL; SPARWASSER, 2011).
Camundongos DEREG foram produzidos a partir da insercdo de cDNA do gene que
codifica o receptor de toxina diftérica (DTR) fundido ao marcador GFP (green
fluorescent protein) na regido IRES 3’ ndo traduzida do gene Foxp3, dando origem a
um camundongo Foxp3° e P (RUDENSKY, 2006).

O tratamento com toxina diftérica em camundongos DEREG tem sido utilizado
para o estudo de uma ampla variedade de doencas associadas a desordens do

sistema imunolégico, como autoimunidade (MAYER et al.,, 2014), cancer
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(MARAROLLO et al.,, 2013), alergia (BARU et al., 2012) e vérias infeccbes
(LOEBBERMANN et al., 2012; VEIGA-PARGA, 2012).



31

2 OBJETIVO GERAL

Estudar o efeito da modulacdo das células Treg em PCM pulmonar ja
estabelecida. Esta abordagem teve como objetivo elucidar se a manipulacdo de
células Treg em uma patologia ja estabelecida poderia ter um efeito terapéutico e

modificar o curso e a gravidade da doenca.

2.1 Objetivos especificos

Camundongos C57BL/6 (de susceptibilidade intermediaria ao P. brasiliensis)

transgénicos para Foxp3°Te¢F" (DEREG) foram utilizados para:

a- Determinar o efeito da deplecdo de células Treg em PCM pulmonar ja
estabelecida (3 semanas poés infec¢cdo) quanto a gravidade da doenca,
analisada pela carga fungica nos 6rgédos, histopatologia e mortalidade dos
animais.

b- Caracterizar o efeito da deplecéo tardia de células Treg no perfil de resposta
imune através da caracterizacdo da resposta inflamatéria e ativacdo de
imunidade Th1/Th2/Th17
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais. Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6 transgénicos
para Foxp3°™MeCFP(DEREG) SPF (“specific pathogen free”) criados no biotério de
camundongos isogénicos do Departamento de Imunologia da USP. Estes animais
foram adquiridos da Jackson Laboratéries com o apoio financeiro e logistico da
Fapesp. Foram utilizados camundongos machos ao atingirem a idade de 6-8
semanas. Todos os procedimentos com camundongos receberam aprovacao da

Comiss&o de Etica para Experimentacdo animal do ICB da USP (180/2011)

3.2 Fungo. A cepa utilizada foi a virulenta Pb18 do fungo P. brasiliensis mantido por
repigues semanais em meio semi-solido de Fava Neto (Fava Neto, 1955) a 36 °C.O
fungo foi coletado e lavado com solucdo salina tamponada com fosfatos (PBS, pH
7,2). A contagem do numero de células foi realizada utilizando-se camara
hemocitométrica e a viabilidade das leveduras foi determinada utilizando o corante
vital Verde-Janus. Todos os procedimentos foram realizados com suspensao fungica
de viabilidade entre 90 e 95%.

3.3 Infeccdo intratraqueal (i.t.). Os animais foram anestesiados por via
intraperitoneal (i.p.) de 120 ul de uma solucdo contendo xilazina (15 mg/kg —
Vetbrand) e ketamina (110 mg/kg — Vetbrand). Em seguida, os camundongos foram
infectados por injecdo (i.t) de 1 x 10° leveduras viaveis de P. brasiliensis contidas em
50 pl de solucdo PBS. Foi realizada uma pequena incisdo longitudinal na pele do
pescoco e a tragueia foi exposta. O fungo foi posteriormente inoculado com o auxilio
de uma seringa e a incisao suturada. O procedimento cirlrgico teve inicio quando o
animal se apresentou insensivel a dor e os procedimentos cirargicos foram

realizados com suspenséo fungica de viabilidade superios a 95%.

3.4 Modelo de deplecdo DEREG. A deplecdo das células T reguladoras dos
camundongos Foxp3°™"e¢Pfoirealizada de acordo com protocolo previamente
estabelecido (LAHL; SPARWASSER, 2011), com algumas modificacoes. Na terceira
semana apos a infeccdo com o fungo P. brasiliensis, foi injetada pela via
intraperitoneal em cada animal 0,5 pg da toxina diftérica em 200 pL de PSB por dois

dias consecutivos, uma vez por semana. O procedimento foi repetido a cada
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semana até o fim do experimento. A toxina diftérica foi adquirida através da empresa
Sigma e foi reconstituida de acordo com o protocolo do fabricante.

3.5 Modelo de autoimunidade. Camundongos néo infectados foram tratados pela
via intraperitoneal com 0,5 pg da toxina diftérica em 200 pL de PBS ou apenas PBS
por dois dias consecutivos, uma vez por semana, por 10 semanas. Apés 10
semanas, 0s animais foram submetidos a eutanasia. Apos a perfusdo com
paraformaldeido 2% (PFA) pela via aortica, os 6rgaos-alvo (Pulméo, figado, baco,
cérebro, coragdo e rins) foram retirados e analisados por procedimento
histopatolégico. Os 6érgaos foram preservados em fixador Carnoy a temperatura
ambiente até o momento do processamento. Posteriormente, apdés a etapa de
inclusdo em parafina, os érgaos foram cortados na espessura de 5 um e submetidos

a coloracdo por hematoxilina-eosina (HE) para identificacao celular e tecidual.

3.6 Avaliacdo da gravidade da doenca. ApOs a inoculacdo i.t. a gravidade da
doenca foi avaliada nos animais ap6s 6 e 10 semanas da infeccdo. A analise foi
realizada através da recuperacdo de fungos viaveis do pulméo, figado e baco, em
meio BHI suplementado com soro de cavalo e filtrado de cultura do isolado 192 do
P. brasiliensis (SINGER-VERMES et al., 1992).

3.7 Preparo das suspensdes celulares dos 6rgaos-alvos. Suspensdes celulares
do pulméao foram preparadas de acordo com Huffnagle et al. (1991). Os pulmdes
foram retirados e posteriormente submetidos a digestdo por 30 min. em tampéo de
digestdo contendo colagenasea 2 mg/mL (Sigma). Em seguida, os 6rgdos foram
macerados em homogenizador com meio de cultura RPMI 1640 para recuperagao
da suspensdo celular. Os eritrocitos foram lisados com tampao de lise e
posteriormente as células foram contadas e a viabilidade da suspenséo obtida pela

contagem celular em azul de Trypan.

3.8 Citometria de fluxo para caracterizacdo de subpopulacdes celulares. A partir
das suspensdes celulares obtidas da maceracdo dos pulmdes dos animais
infectados (6 e 10 semanas pos infec¢do) foi realizado um ajuste na concentracao
celular, e as células devidamente adicionadas as placas de fundo em U na
quantidade de 1 x 10° células/poco. Em seguida, as células foram ressuspensas em
PBS-azida (0,1%) contendo soro fetal bovino (SFB, 5%). As placas foram

submetidas a centrifugacdo até a rotacdo de 453 G por 10 min em centrifuga
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refrigerada a 4 °C. O sobrenadante foi dispensado e o anticorpo marcado (25 pL no
titulo adequado) adicionado apds o bloqueio de receptores para Fc de IgG com
anticorpo monoclonal anti-CD16/32, com o volume final acertado para 50 uL/pocgo.
Apbs incubacdo por 30 min. a 4 °C, as placas foram lavadas 2 x com PBS-azida-
SBF, o sobrenadante dispensado e as células foram ressuspensas em um volume
final de 300 L em Paraformaldeido 2% e transferidas para tubos de leitura para
citometria. Todas as amostras foram cuidadosamente mantidas em banho de gelo e
protegidas da luz. As células marcadas foram analisadas em citbmetro de fluxo
FACSCanto (Becton-Dickison). Foram usados anticorpos marcados com isotiocinado
de fluoresceina, alexa fluor, ficoeritrina ou outro fluorocromo (BD Biociences) na
combinacdo adequada para a populacdo celular a ser analisada (marcadores
celulares de linfécitos: CD45, CD3, CD4, CD8, CD44, CD62L, CD69, CD25, ICOS,
CTLA-4, GITR e Foxp3, e marcadores celulares de macréfagos e células dendriticas:
CD45, CD11b, CD11c, CD40, CD80, CD86 e F4/80).

3.9 Dosagem das citocinas (ELISA). A presenca e concentracdo das citocinas (IL-
2, IFN-y, IL-12, IL-4, IL-6, IL-23, IL-17, IL-10, TGF-B, TNF-a e IL-35)foram
determinadas em homogenatos de pulméao, baco e figado obtidos 6 e 10 semanas
apos a infeccdo por P. brasiliensis. A metodologia utilizada foi preconizada pelo
fornecedor (eBioscience). As concentracdes de cada citocina foram determinadas
tendo como base a reta de regressao linear feita para a curva-padrao obtida com o

padrdo adequado de citocina recombinante.

3.10 PCR em Tempo Real (QPCR). A partir dos macerados obtidos dos pulmdes
infectados, usando o reagente Trizol (Invitrogen), o RNA foi extraido utilizando
UltraCleantissue&cells kit (moBIO) e o cDNA foi sintetizado com 1 pg de RNA
usando o kit high-capacity RNA-to-cDNA (AppliedBiosystems) de acordo com as
instrucdes do fabricante. A expressdo dos genes Foxp3, il-17, il-4, ifn-y, tgf-B, tbet,
gata3 e rorc foi analisada nos macerados de pulmédo de 6 e 10semanas apoés a
infeccdo. A quantificagdo do mRNA foi caracterizada através da técnica de reagéo
de cadeia de polimerase em tempo real (RT-PCR) (AppliedBiosystems, Foster City,
CA). A leitura das amostras foi realizada no aparelho Stratagene Mx3500p (Agilent
Technologies). As sequéncias dos genes alvo e o gene endogeno GaPDH transcrito

em todos os tipos de células, foram obtidos da AppliedBiosystems. Os resultados
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estdo apresentados como expressao relativa entre o mRNA do gene alvo e mRNA
de GaPDH.

3.11 Avaliacdo do tempo de sobrevida. Os camundongos infectados com 1 x 10°
células de P. brasiliensis pela via i.t., tratados com PBS ou DT,foram acompanhados
quanto ao tempo de sobrevida. As mortes foram registradas diariamente até o Gltimo
Obito.

3.12 Andlise histopatoldgica. Foi examinado um dos pulmdes, parte do figado e do
baco utilizados na determinacdo do niumero de UFC nos tempos de 6 e 10 semanas
pés-infeccdo. Os oOrgdos foram preservados em fixador Carnoy a temperatura
ambiente até o momento do processamento. Posteriormente, apdés a etapa de
inclusdo em parafina, os érgaos foram cortados na espessura de 5 um e submetidos
a coloracédo por hematoxilina-eosina (HE) para identificagéo celular, e impregnacao

pela prata metamina (Groccot) para visualizacao dos fungos no tecido.

3.13 Analise estatistica. Os dados foram analisados pelo teste t de Student ou
andlise de variancia,dependendo do numero de grupos. A mortalidade foi avaliada

pelo teste Log-Rank. O nivel designificancia foi definido como p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Padronizacéo da deplecédo das células T reguladoras em camundongos
DEREG

Utilizando camundongos C57BL/6 transgénicos para a expressao do receptor
para toxina diftérica (DTR) e GFP (“greenfluorescentprotein”) ligado ao gene FoxP3
(DEREG), caracterizamos a melhor dose de toxina diftérica (DT) para depletar as
células Treg. Os camundongos foram tratados com 1,0, 0,5 e 0,25 pg/mL da toxina.
Neste experimento usamos como controle adicional camundongos C57BL/6
selvagens (WT) que foram tratados com 1,0 pg/mL de DT.

Figura 3 - Caracterizacdo de protocolo de deplecdo de células Treg usando camundongos
DEREG. (A) Deplecédo das células Treg nos camundongos DEREG (DTR/eGFP) com o uso de trés
diferentes doses (1,0, 0,5, e 0,25ug/mLde toxina diftérica (DT). Camundongos DEREG foram também
tratados com PBS. (B) Tratamento com toxina diftérica na concentragdo de 1,0ug/mL em
camundongos C57BL/6 WT, negativos para a expressado de GFP e DTR. As respostas obtidas foram
analisadas por citometria de fluxo e apresentadas sob a forma de frequéncia de células
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A deplecao foi realizada de acordo com protocolo estabelecido anteriormente
por Lahl e Sparwasser (2011), com algumas modificacbes. Os pulmdes foram
obtidos e analisadas as frequéncias de células Treg nos diversos protocolos

utilizados.

Conforme mostrado na figura 3, foi possivel verificar que os camundongos
DEREG tratados com todas as concentracfes de toxina diftérica mostraram uma
diminuicdo importante na frequéncia de células Treg em relacdo ao grupo que
recebeu PBS. Na concentracdo de 1,0 pg/mL a porcentagem de células
CD4"CD25"Foxp3” (Treg) foi de 0,04%, na de 0,5 ug/ml foi de 0,02%, e com 0,25
pg/ml a porcentagem foi de 0,11%, enquanto que nos camundongos DEREG
tratados com PBS a porcentagem de células Treg foi de 8,41% (Fig. 3A). O
tratamento com a toxina diftérica a 1,0 pg/mL nos camundongos C57BL/6 WT,
negativos para a expressdao de DTR e GFP tampouco reduziu a frequéncia de
células Treg, que foram detectadas em 6,5% (Fig. 3B).

4.2 Avaliacéo do restabelecimento das células T reguladoras pulmonares ap0s
deplecédo com DT

Para determinar a taxa de recuperacdo de células Treg apos a deplecéo, os
camundongos DEREG foram tratados com a toxina diftérica (0,5 pg/mL) nos tempos
0 e 24 horas pela via intraperitoneal, e o afluxo de células Foxp3™ aos pulmdes foi

monitorado durante 8 dias pos-deplecéo (Fig 4).

A administracdo de toxina diftérica ndo afetou o niumero de células Treg nos
camundongos DTR negativos, como mostrado na figura 3B, mas ocasionou a
eliminacdo quase completa de células Treg do pulmé&o dos camundongos DEREG 2
dias ap0s a injecdo inicial da toxina (Fig. 4). No dia 4, ocorreu a recuperacao de 47%

das células Treg do pulmao.
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Figura 4 - Restabelecimento das células Treg apds a deplecdo com toxina diftérica em
camundongos DEREG. Andlise por citometria de fluxo da freqﬁuéncia de células T CD4'Foxp3*
provenientes de pulmdes de camundongos C57BL/6 Foxp3° W*®"" (DEREG) nio infectados e que
receberam injecBes de toxina da difteria (0,5 ug /ml) em 2 dias consecutivos. Experimento realizado
em 3 repeticdes (n=5/dia/experimento).
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Figura 5 - Andlise da cinética de restabelecimento das células Treg de camundongos DEREG.
Frequéncia de células Treg antes do tratamento com toxina diftérica (DT) até 7 dias ap0s a segunda
injecdo. A DT foi injetada por 2 dias consecutivos pela via i.p. e orestabelecimentode células Treg nos
pulmdes dos camundongos DEREG tratados foi analisada por citometria de fluxo diariamente por 7
dias consecutivos (n=4/dia). Valores representados como média.

% de células

Além disso, foi possivel observar que a frequéncia das células Foxp3™ estava
totalmente recuperada no dia 7 ap0s a injecao da toxina (Fig.5). Este fato levou-nos
a fazer o tratamento com DT por 2 dias/semana durante todo o curso de

experimento.

4.3 Efeito da deplecao cronica de células Treg na morfologia de 6rgéos alvo de
autoimunidade em camundongos DEREG

Visto que a completa auséncia de células Treg pode levar a autoimunidade
letal (BEROD et al., 2014; RUDENSKY et al., 2007), verificamos se o tratamento
com a toxina diftérica na frequéncia determinada causaria alguma patologia
associada a autoimunidade. Animais DEREG né&o infectados foram tratados com
PBS e DT por 2 dias consecutivos/semana durante 10 semanas. Os 6rgaos foram

retirados e analisados por histopatologia.
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Figura 6 - Analise histopatoldgica apés deplecdo cronica de células Treg em camundongos
DEREG. Camundongos DEREG nao infectados foram submetidos a injec6es de DT por 2 dias
consecutivos semanalmente durante 10 semanas pela via i.p. Os 6rgéos foram retirados e analisados
por histopatologia para verificar quanto a sinais de patologia associada doenca autoimune. Os cortes
de espessura de 5 um foram corados com HE e as laminas foram analisadas no aumento 100 X no
microscopio Nikon. (n=12/grupo).
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Ao fim da analise, foi possivel observar que os animais DEREG néo
infectados tratados tanto com PBS quanto com DT apresentaram morfologia normal
e parénquima preservado em todos os Orgdos analisados. Além disso, ndo foi
observado nenhum evento relacionado a lesdo tecidual decorrente de resposta
imune excessiva ou inflamagdo decorrente de patologias associadas

aautoimunidade ap0s a deplecao cronica de células Treg no protocolo desenvolvido.
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4.4 Avaliagéo do efeito do tratamento com DT na PCM estabelecida em relagdo
apresencade células T CD4" e Treg nos pulmdes.

Camundongos DEREG foram infectados com 1 x 10° leveduras do P.
brasiliensis e na terceira semana pos-infec¢ao foram tratados com DT ou com PBS.
A frequéncia e o numero total de linfocitos TCD4'Foxp3 e TCD4'Foxp3* foram

analisados na sexta e na décima semana poas-infecgéao.

Pudemos verificar que o grupo tratado com PBS apresentou menor frequéncia

e nimero de células TCD4" em relagdo aos camundongos que foram tratados com
DT (Fig. 7).

Figura 7 - Analise da frequéncia de células T reguladoras e de seus marcadores de superficie
ap6s tratamento com toxina diftérica. Camundongos DEREG foram infectados com um milh&o de
leveduras do P. brasiliensis e apés trés semanas um grupo recebeu PBS e outro grupo recebeu DT
0,05 pg/mL. O tratamento permaneceu nas trés semanas seguintes. Na sexta semana os animais
foram sacrificados e analisada a presenca de linfécitos T CD4" nos pulmdes por citometria de fluxo.
(A) Frequéncia e nimero total das células T CD4'FoxP3 (A) e CD4 Foxp3" (B) 6 e 10 semanas pds
infeccdo. Os dados estdo representados como meédiaterro padrdo (* p<0,05, ** p<0,005 e ***

p<0,001) (n=12/grupo).
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Por outro lado, como esperado, a frequéncia e 0 niumero total de células Treg
foi menor nos camundongos tratados com DT, em ambos tempos de infeccéo.
Assim, o grupo tratado com DT apresentava uma média de 3,64% de células Treg
nos pulmdes dos camundongos DEREG com 6 semanas de infeccdo e uma
frequéncia de 4,71% nos camundongos com 10 semanas de infecgdo. Em contraste,
os camundongos DEREG tratados com PBS apresentavam uma frequéncia 6,03%
de células Treg nos pulmdes com 6 semanas de infeccdo e 10,01% com 10
semanas de infeccdo (Fig. 6B).

A expressao de marcadores de ativacdo de células Treg também foi analisada
por citometria de fluxo. E bem conhecido que as células Treg apresentam varios
marcadores de ativacdo em sua superficie e que sdo também encontrados em
células T ativadas, tais como CD25", CTLA-4, ICOS e GITR (YAMAGUCHI et al.,
2007). A expresséo de alguns marcadores de ativacdo foi quantificada em linfocitos
Treg de camundongos tratados com DT e com PBS.
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Figura 8 - Anélise dos marcadores de superficie apés trés semanas de tratamento com toxina
diftérica. Expressdo (MFI) dos marcadores de ativacdo nas células CD4'Foxp3® presentes nos
pulmdes dos camundongos DEREG tratados com PBS ou DT quantificados por citometria de fluxo 6
e 10 semanas apos a infecgdo. Os dados estdo representados como média * erro padrdo (* p<0,05,
** p<0,005 e *** p<0,001) (n=12/grupo).
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Pode-se observar que a expressédo de CTLA4, GITR e ICOS nas células Treg

apresentava-se diminuida nos camundongos tratados com DT em relacdo aos

controles tratados com PBS em ambos os tempos de infecgdo (Fig.8). Assim, a

deplecédo de células Treg no curso da doenca foi efetiva pois proporcionou um

aumento de células T CD4" em concomitancia com diminuicdo de células Treg e

suas respectivas moléculas de ativagdo. Além disso, as células Treg apresentavam

uma menor expressao de moléculas de ativacao tais como CTLA4, GITR e ICOS.
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4.5 Efeitos do tratamento com DT na carga fungica e na gravidade das lesdes
Camundongos C57BL/6 Foxp3°™R*¢FP (DEREG) foram tratados com toxina

diftérica (DT) (0,5 pg/mL) ou PBS (controle) por dois dias consecutivos, uma vez por

semana, a partir da terceira semana pos infeccdo com P.brasiliensis até o fim do

experimento.

Figura 9 - A deplecao das células Treg diminui a carga fingica nos érgdos-alvo. Quantificacédo
da carga fangica em o6rgdos de camundongos DEREG infectados com 1 x 10° leveduras de P.
brasiliensis e tratados com a DT ou PBS semanalmente a partir da terceira semana de infeccéo. Os
orgdos foram coletados 6 e 10 semanas ap6s a infeccdo e os dados estdo representados como
médiazterro padrao (* p<0,05 e ** p<0,005) (n=12/grupo).
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Conforme mostrado na figura 9, animais que foram submetidos a deplecéo de
células Treg pelo tratamento com DT apresentaram uma diminuicdo acentuada na
carga fungica dos pulmdes, figado e bago apds 6 e 10 semanas de infeccdo em

comparacao com o grupo controle (PBS).
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Foram realizadas analises histolégicas apos 6 e 10 semanas de infeccdo nos

orgaos alvo (pulméo, figado e baco).

Figura 10 - Histopatologia dos 6rgdos-alvo dos camundongos infectados com P. brasiliensis
tratados com DT ou PBS (controle). Fotomicrografias dos 6rgdos-alvo 6 semanas apdés infeccao
com o P. brasiliensis. Os cortes de espessura de 5um foram corados com HE e Grocott e as laminas
foram analisadas no aumento 100 X no microscépio Nikon.
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Como pode ser observado na figura 10, os animais tratados com PBS
apresentavam infeccdo mais grave nos pulmdes em ambos os tempos de infecgao,
com maior gravidade em um tempo de infecgcdo cronico (10 semanas) com lesbes
granulomatosas ocupando maior area e contendo elevado numero de leveduras,
permanecendo, porém, parte do parénquima preservado. Ao contrario, animais
tratados com DT apresentavam maior parte do parénquima pulmonar preservado,
contendo menores lesdes ou granulomas e uma menor quantidade de fungos nos
pulmdes em ambos os tempos de infeccdo (Fig. 10 superior). Figados de animais
tratados com DT apresentaram morfologia normal apos 6 e 10 semanas de infecgéo,

demonstrando baixa ou nenhuma presenca de fungos, ao contrario dos animais que
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receberam PBS, cujos 0rgdos apresentavam poucas e pequenas lesdes, contendo
algumas leveduras (Fig. 10 inferior). N&o foi possivel observar lesdes no baco.

As areas das lesfes observadas nos cortes histologicos foram analisadas. Foi
possivel determinar que animais infectados apresentavam lesdes cujas areas
puderam ser medidas nos pulmdes e figado, mas ndo no bago. Comparados aos
camundongos que receberam PBS, os camundongos que receberam a toxina
diftérica apresentavam lesGes que ocuparam areas menores em ambos os tempos
de infeccdo no pulméo (Fig. 11 superior), além de auséncia de lesdes no baco e no
figado 6 semanas apds a infeccao, e pequenas lesées apds 10 semanas de infeccéo
guando comparado aos camundongos tratados com PBS (Fig. 11 inferior).

Figura 11 - Quantificacdo da &rea da lesdo dos camundongos tratados com DT e PBS, 6 e 10
semanas ap0ds a infeccdo. As areas foram quantificadas a partir de fotomicrografias de cortes
histolégicos utilizando o software NIS Elements AR 2.30 (Nikon). Os dados estdo representados
como médiat erro padrao (*p<0,05). n=12/grupo
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Em conclusé@o a deplecdo de células Treg na PCM estabelecida leva a um
maior infiltrado de células TCD4", uma menor carga flngica e a diminuicdo das
lesBes teciduais.

4.6 Avaliacdo da imunidade celular apds deplecdo das células Treg

Para verificar se a deplecdo das células T reguladoras teria influéncia na
imunidade celular, a frequéncia e a ativacdo de macrofagos e células dendriticas
foram analisadas nos pulmdes dos camundongos tratados com DT ou PBS atraves

de citometria de fluxo 6 e 10 semanas apods a infeccéo por P. brasiliensis.

Figura 12 - Avaliacdo da frequéncia de macréfagos e células dendriticas pds-deplecdo de
células Treg com DT. Quantificagdo por citometria de fluxo do nimero absoluto de macréfagos
(F4/80") (A) e células dendriticas (CD11c’CD11b") (B) nos pulmées de camundongos DEREG
tratados com DT ou PBS 6 e 10 semanas apds a infeccado por P. brasiliensis. Os dados estdo
representados como médiaz erro padrao (*p<0,05 e **p<0,005) n=12/grupo.
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Na figura 12 é possivel observar que a deplecdo de células Treg na PCM em
curso propiciou um resgate no afluxo de células de imunidade inata para os pulmdes
representado pelo aumento da frequéncia de macrofagos F4/80° e células
dendriticas convencionais CD11b"CD11c".
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Figura 13 - A deplecédo de células Treg no curso da infeccdo de camundongos DEREG resgata
aimunidade mediada por macro6fagos e células dendriticas. MFI dos marcadores de superficie de
ativacdo de macrofagos (A, 6 semanas p.i. e B, 10 semanas p.i.) e células dendriticas (C, 6
semanas p.i. e D, 10 semanas p.i.) por citometria de fluxo. Os dados estédo representados como

média * erro padrao (* p<0,05 e **p<0,05) (n=12/grupo).
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Verificamos também que nos camundongos DEREG tratados com DT ambas
as populacdes celulares apresentavam um aumento na frequéncia nos marcadores
de ativacdo (Fig. 13), que foi significativo para as moléculas de superficie CD86, na
populacdo macrofagica em ambos os tempos de infeccdo (Fig 13.A e B), além de
um aumento significativo nas moléculas CD80" e CD40" ap6s a décima semana de
infeccdo (Fig. 13 B). Na populacéo de células dendriticas convencionais também foi
possivel observar o aumento nosmarcadoresCD86 e CD40 quando comparada aos
tratados com PBS apds 6 semanas de infeccdo (Fig. 13 C) e um aumento nas
moléculas CD80" e CD40" ap6s 10 semanas de infecgédo (Fig. 13D).
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4.7 Analise fenotipica de linfacitos infiltrantes do pulméo apds o tratamento
com DT

Avaliamos se a deplecdo de células Treg no curso da infeccdo pelo P.
brasiliensis causaria, da mesma forma, uma alteracéo no influxo de linfécitos T para
o pulm&o. Células infiltrantes dos pulmdes foram obtidas na sexta e décima semana
apos infeccdo por P. brasiliensis. A concentracdo celular foi ajustada a 1 X
10°cels/mL e marcadas com anticorpos especificos no titulo previamente
determinado e na combinacdo adequada para a populacdo celular estudada. Estas
células foram analisadas por citometria de fluxo para avaliacdo da expressao de
marcadores de ativacdo e memoria. (0,5 pg/mL) quando comparados aos animais

controle tratados com PBS (Fig. 14).

Figura 14 - Quantificacdio de linfécitos T CD4" e CD8" ativados em pulmdées de camundongos
tratados DT ou PBS. Avaliacdo da ativacdo de células TCD4" (esquerda) e TCD8" (direita) por
citometria de fluxo na sexta e décima semana poés infec¢do. Os dados estdo representados como
média terro padrdo (** p<0,005 e *** p<0,001) (n=12/grupo).
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Em ambos os tempos pés infecgédo, foi verificado um maior afluxo de linfécitos
T ativados CD4" CD25" e CD8" CD69" nos pulmdées de animais DEREG tratados

com toxina diftérica.
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Figura 15 - Quantificacdo de linfécitos T CD4" e CD8 naive e efetores/memaéria em pulmdes de
camundongos tratados DT ou PBS Numero absoluto de células TCD4" (A) e TCD8" (B) naive e
memoaria por citometria de fluxo 6 e 10 semanas p6s infeccado. Os dados estédo representados como
médiaterro padrao (* p<0,05, ** p<0,005 e *** p<0,001) n=12/grupo.
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Ao observarmos o efeito quanto as células T naive e de memoria, na sexta
semana pos-infecgéo verificou-se um maior afluxo de linfocitos T CD4"de memoria
(CD44""CD62L'Y) e CD8"naive (CD44"°"CD62L"") nos pulmdes de camundongos
tratados com DT quando comparados aos animais controle tratados com PBS (Fig.
15). Com 10 semanas apos a infeccédo, foi observado um maior niumero de linfécitos
T CD4" naive (CD44°"CD62L"") e memoéria (CD44""CD62L""), além de um maior
nimero absoluto de T CD8* meméria (CD44""CD62L"%).
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4.8 Andlise da alteracado do perfil de expressao génica de fatores de
transcri¢cdo e genes para citocinas apés a deplecéo das células Treg

Para melhor caracterizar os padrbes de resposta imune apds o tratamento
com DT na PCM ja estabelecida, foi investigado se a deplecéo das células Treg no
curso da doenca alteraria de forma equivalente ao observado com outros ensaios 0
perfil de expressdo de determinados genes nos pulmdes, principalmente aqueles

relacionados com os perfis de respostas Th1/Th2/Th17 e Treg.

Figura 16 - Expressédo relativa de mRNA nos pulmfes de camundongos DEREG ap6s o
tratamento com DT Expressao relativa de mRNA Thx21, Gata3, Rorc, Ifn-y, lI-4, 1I-17, Tgfbl e Foxp3
nos pulmdées de camundongos DEREG, tratados com PBS (controle) ou DT, apés 6 e 10 semanas de
infeccdo. Os dados estdo representados como média *+ erro padrdao (* p<0,05, ** p<0,005 e ***
p<0,001) (n=12/grupo).
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A expressdo de mRNA em animais tratados ou nao foi analisada apos 6 e 10
semanas de infeccdo por RT-PCR. Foram analisadas as expressées de mRNA para
fatores de transcricdo Foxp3, Tbx21, Gata3, Rorc, Ifn-y, -4, II-17e Tgfbl.

Conforme pode ser observado na figura 16, os niveis de expressédo de Foxp3
diminuiram em ambos os tempos pos infeccdo, mas, inesperadamente, houve uma
tendéncia a um aumento de Tgfbl (TGF-B). Por outro lado, a expressao de mRNA
para Gata3 e IL-4 praticamente ndo se alterou ap6s 6 semanas de infeccdo,
tampouco na fase cronica, de 10 semanas pos infeccdo. O mMRNA para 0s genes
Rorc, Thx21 aumentaram significativamente, acompanhando o0 aumento da
expressao génica de IlI-17 e Ifn-yem ambos os tempos de infeccdo, sendo possivel
observar que apos 10 semanas de infeccdo houve um aumento notavel na
expressao génica de 1l117. Assim, a reducdo de Foxp3, o fator de transcricdo de
células Treg, nos camundongos DEREG tratados com DT foi paralela ao aumento
da expressdo de fatores de transcricAo e genes de citocinas relacionados a
respostas dos tipos Thl e Thl7.
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4.9 Alteracédo dos niveis de citocinas Th1/Th2/Th17 apés tratamento com DT

A presenca de citocinas caracteristicas dos tipos Thl, Th2 e Th17 foi
analisada em homogenatos de pulméo, figado e baco de animais tratados com DT

ou PBS no periodo de 6 e 10 semanas de infeccao.

Figura 17 - Balanco da resposta celular Th1/Th2/Th17 no pulméo induzida pela deplecdo das
células Treg ap6s 6 e 10 semanas de infecgdo. Quantificacdo de citocinas por ELISA em
homogenatos de pulméo apos 6 semanas (A) e 10 semanas (B) de infeccdo com P. brasiliensis nos
grupos tratados com toxina diftérica (DT) e PBS. Os dados estédo representados como médiazerro
padrdo (* p<0,05 e ** p<0,005) (n=12/grupo).
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Conforme demonstrado na figura 17, ap6s 6 semanas de infeccdo foi
observado um aumento significativo nos niveis de IL-23, IL-17 e IFN-y nos pulmdes,
e ainda uma diminuigcdo na quantidade de TGF-B e IL-35 no pulmdo de animais
tratados com toxina diftérica a 0,5 pg/ml 6 semanas poés infeccdo e TGF-3, IL-10 e
IL-35 apoOs 10 semanas de infecgdo. Observou-se também um aumento nos niveis
de TNF-a e IL-12 nos homogenatos de pulméo e figado (Fig. 17; Fig. 18), exceto no
baco, o qual ndo apresentou niveis detectaveis para esta citocina entre os animais
DEREG tratados com a DT e os tratados com PBS (Fig.19).
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Figura 18 - Balanco da resposta celular Th1/Th2/Th17 no figado induzida pela deplecdo das
células Treg ap6s 6 e 10 semanas de infeccdo. Quantificacdo de citocinas por ELISA em
homogenatos de figado apos 6 semanas (A) e 10 semanas (B) de infecgcdo com P. brasiliensis nos
grupos tratados com toxina diftérica (DT) e PBS. Os dados estédo representados como médiazerro
padrdo (* p<0,05 e ** p<0,005) (n=12/grupo).
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Nos homogenatos de figado em ambos os tempos de infec¢cdo, camundongos
tratados com DT apresentaram niveis significativamente aumentados de IL-12, IFN-
v, IL-17 e IL-23, porém nao apresentou diferenca significativa nas citocinas
relacionadas ao perfil Treg IL-10, IL-35 e TGF-(8 (Fig. 18).
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Figura 19 - Balanco da resposta celular Th1/Th2/Th1l7 no baco induzida pela deplecdo das
células Treg ap6s 6 e 10 semanas de infeccdo. Quantificacdo de citocinas por ELISA em
homogenatos de baco apés 6 semanas (A) e 10 semanas (B) de infeccdo com P. brasiliensis nos
grupos tratados com toxina diftérica (DT) e PBS. Os dados estédo representados como médiazerro
padrdo (* p<0,05 e ** p<0,005) (n=12/grupo).
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Ja no baco, os camundongos tratados com DT apds 6 e 10 semanas de
infeccdo apresentavam, em acordancia com os demais 6rgdos, um aumento nas
citocinas IFN-y e IL-17, apresentando em paralelo, como o esperado, uma
diminuicdo nas citocinas IL-10 e TGF-3, como foi possivel visualizar principalmente

no tempo mais crénico de infeccdo (Fig. 19B)

Coerente com o perfil de resposta encontrada nas andlises por ELISA dos
homogenatos dos pulmdes dos animais DEREG tratados com DT e PBS, na andlise
de citocinas intracelulares por citometria de fluxo foi possivel evidenciar um aumento
significativo nos nimeros de linfocitos T CD4" IFN-y* e T CD4" IL-17" associados a
uma reducdo dos linfocitos T CD4" IL-4" nos pulmdes dos camundongos DEREG
que tiveram suas Treg depletadas no curso da infec¢ao por P. brasiliensis em 6 e 10

semanas pos infeccao (Fig. 20).
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Figura 20 - Perfil celular Th1/Th2/Th17 induzido pela deplecdo das células Treg.Expresséo
intracelular de citocinas IFN-y, IL-4 e IL-17 nas popula¢es CD4" (A) e CD8" (B) quantificadas por
citometria de fluxo ap6s 6 e 10 semanas de infeccdo com P. brasiliensis nos grupos tratados com
toxina diftérica (DT) e PBS. Os dados estdo representados como médiaterro padrdo (* p<0,05)
(n=12/grupo).
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Além disso, foi também observado um aumento do numero de células
TCDS8'IFN-y* nos pulmdes destes camundongos (Fig. 20B). Esta evidéncia, em
conjunto com os resultados obtidos através de RT-PCR e ELISA reforcam a
suposicdo de que a deplecdo de células Treg pode ser usada para um
direcionamento de resposta imune na PCM para um padrdo pro-inflamatorio,
sugerindo que este procedimento no curso da doenca favorece uma resposta
predominante dos perfis Thl e Thl7, além de promover a ampliagdo da expansédo

de linfécitos T citotdxicos CD8™ produtores de IFN-y.
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4.10 Efeito da deplecao das células Treg na sobrevida dos camundongos
DEREG

Para que fossem avaliados os efeitos da deplecdo de células Treg na
sobrevida de camundongos DEREG, os animais infectados e tratados com DT e

com PBS foram acompanhados diariamente por até 150 dias (Fig 18).

Figura 21 - A deplecdo das células Treg aumenta o tempo de sobrevida de animais DEREG.
Curva de sobrevivéncia de animais DEREGtratados com DT ou PBS 6 semanas ap6s a infec¢gdo com
P. brasiliensis. A sobrevida foi acompanhada por 150 dias. O * representa a diferenca significativa
entre os grupos (* p<0,05) (n=15/grupo).
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Animais tratados com PBS que nédo tiveram as células Treg depletadas
durante a infeccdo apresentaram as maiores taxas de mortalidade, sobrevivendo por
um periodo médio de 84 dias. Camundongos pertencentes ao grupo que receberam
tratamento com DT apresentaram melhora estatisticamente significativa no tempo de
sobrevida em comparac¢do aos que receberam PBS, sobrevivendo em média por

105,5 dias e apresentando apenas 20% de mortalidade (Fig. 21).

Ao final do periodo de observacdo, 80% dos animais DEREG que foram
submetidos ao tratamento com DT ainda se encontravam vivos, de maneira que 0
tempo medio total de sobrevida desses animais permaneceu indeterminado. Ainda
assim, foi possivel concluir que a deplecdo das células Treg na PCM estabelecida
diminuiu a taxa de mortalidade, ou seja, aumentou o tempo de sobrevida dos

camundongos infectados com P. brasiliensis
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5 DISCUSSAO

Através de uma abordagem experimental utilizando a manipulacao de células
Treg in vivo, foi possivel demonstrar que a reducgdo destas células no curso da PCM
pulmonar pode trazer efeitos benéficos para o curso da doenca estabelecida. Neste
trabalho, foram utilizados camundongos C57BL/6 Foxp3°™™*°F" (DEREG) que
abriram a possibilidade de manipular o nimero e funcéo de células Treg em doenca
estabelecida, sem alterar a funcdo ou namero de outros linfécitos ja ativados pela
infecgdo com o fungo. Os trabalhos anteriores de Felonato et al. (2012), e Bazan et
al. (2015), ja haviam demonstrado que as células Treg acumulavam-se no sitio de
infeccdo e que a sua reducdo poderia trazer efeitos benéficos a varios aspectos da
doenca. Entretanto, haviamos também demonstrado através de transferéncia
adotiva de células que a presenca de células Treg diminuia o excesso de inflamacéo
e lesdo tecidual produzida por linfécitos T ativados. Em resumo,a deplecdo de
células Treg no curso da doenca poderia trazer efeitos benéficos, mas havia também
a possibilidade de induzirmos respostas imunes agressivas e patologia tecidual que

poderiam agravar a doenca ja estabelecida.

Inicialmente verificamos que 99,98% das células Treg podiam ser depletadas
com o uso de toxina diftérica (DT) inoculada pela via i.p. na concentracdo de 0,5
pg/mL. Como visto por Lahl et al. (2011), o uso da DT por dois dias consecutivos
elimina as células Treg completamente, porém por volta de 7 dias apo6s a ultima
injecdo de DT ha a recuperacdo da frequéncia das células Treg. Nosso estudo da
cinética de reconstituicdo das células Treg também demonstrou a recuperacdo de
células Treg pulmonares dentro de 7 dias apos o tratamento com DT em
camundongos nao infectados. Dada esta capacidade de recuperacao das células
Treg mostrada neste estudo e anteriormente por Lahl et al. (2002) e Rudensky et al.
(2007), delineamos um protocolo de modo a manter os animais depletados de
células Treg durante as trés semanas que se seguiram ao tratamento inicial. Assim,o
protocolo adotado para a deplecéo foi delineado de tal forma que as células Treg se
mantivessem em baixo nimero durante as semanas que se seguiam ao tratamento
inicial. Estudos anteriores demonstraram que camundongos DEREG tratados com
DT diariamente por 20 dias consecutivos desenvolviam uma patologia relacionada
com autoimunidade, apresentando grave linfoadenopatia e esplenomegalia e iam a
Obito rapidamente (BEROD et al., 2014; RUDENSKY et al., 2007). Por outro lado, foi
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demonstrado por Mayer et al. (2014) que um numero pequeno de células Treg
residuais apds o tratamento por DT era suficiente para evitar uma autoimunidade
letal. Em funcdo destas informacfes, o protocolo de deplecdo utilizado neste
trabalho teve como propdsito obter uma reducéo eficiente das células Treg sem,
contudo, causar patologia por autoimunidade ou excesso de patologia tecidual por

resposta imune excessiva.

O tratamento com DT ocasionou uma diminuicdo ja esperada nas células
Treg, associada a um aumento no nimero de células TCD4 Foxp3. Este fato parece
estar ligado as funcdes intrinsecas das células Treg que controlam a expansdo de
linfécitos T, entre outras células (MELO; CARVALHO, 2009).

Além de reduzir o nimero de células Treg, o tratamento com DT levou a
diminuicdo de moléculas de superficie (GITR, ICOS e CTLA-4) associadas com a
funcdo supressora ou desativadora mediada por linfocitos Treg. Efeito semelhante
foi observado em outros modelos de infecgcdo, como na tuberculose e na infeccéo
pelo RSV (FULTON et al., 2010; SCOTT-BROWNE et al., 2007).

Tanto na sexta quanto na décima semana pés-infeccdo apdés o tratamento
com DT, foi observada uma reducdo da carga fangica nos o6rgaos-alvo: pulmao,
figado e baco, sugerindo que a presenca das células Treg no sitio de infeccdo
estaria diretamente relacionado com a dificuldade de erradicacdo do patdégeno pela
imunidade do hospedeiro. Resultado equivalente foi relatado por Moreira et al.
(2008), onde a transferéncia de células Treg de camundongos selvagens para
animais com deficiéncia desta subpopulagcao celular aumentava significativamente o
namero de leveduras viaveis de P. brasiliensis nos pulmfes quando comparado ao
grupo que néo recebeu transferéncia de células Treg. Além disso, camundongos do
tipo selvagem que receberam anticorpos monoclonais anti-CD25, diminuindo assim
a populacédo de células Treg, tiveram uma diminui¢cdo significativa no nimero de
particulas fungicas viaveis (MOREIRA et al., 2008). Dessa maneira, consistente com
0 presente trabalho e nossos achados anteriores (BAZAN et al., 2015; FELONATO
et al., 2012), os estudos acima descritos demonstram que as células Treg favorecem

0 crescimento fungico nas lesdes.

O tratamento com a DT nos camundongos DEREG também surtiu um efeito

marcante na gravidade das lesdes desenvolvidas na PCM, uma vez que,
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concomitante com a reducdo da carga fungica nas lesGes, houve também uma
diminuicdo no numero e tamanho das lesdes nos pulmdes, figado e baco dos
animais tratados com DT. Da mesma forma, ndo observamos inflamacéo excessiva
em paralelo ao aumento da imunidade T-dependente. Deve-se também considerar
que com a significativa reducdo da carga fungica, possivelmente a reducdo da
inflamacéo pode ser também fungo-mediada.

Os efeitos da acdo das células Treg no curso de diferentes doencas
dependem do patégeno envolvido. Os dados encontrados na literatura demonstram
que a deplecdo de células Treg por administracdo de DT ou anticorpo monoclonal
anti-CD25 no curso de algumas enfermidades leva a um aumento da mortalidade de
animais infectados, progressao da doenca e prevaléncia do patégeno. Por exemplo,
a deplecdo de células Treg por anti-CD25 levou a um aumento da mortalidade de
animais infectados com Toxoplasma gondii, maior susceptibilidade a doenca e maior
carga parasitaria (COUPER et al., 2009; TENORIO et al., 2010). Na infeccédo por
Cryptococcus neoformans, o tratamento com toxina diftérica em animais DEREG
levou a aumento da lesdo pulmonar e resposta do tipo Th2 exacerbada (SCHULZE
et al., 2014).

Os resultados do presente trabalho, com relacdo a esses parametros, sao
semelhantes aos demonstrados recentemente por n0sSsSO grupo, NOS quais animais
C57BL/6 Foxp3 GFP tratados com o anticorpo monoclonal anti-CD25 antes da
infeccdo por P. brasiliensis para a deplecao das células Treg também apresentaram
menor carga flingica, além de lesGes menos graves nos orgdos-alvo (BAZAN et al.,
2015). Da mesma forma, em estudo anterior, Felonato et al. (2012), utilizou animais
resistentes e suscetiveis ao P. brasiliensis, A/J e B10.A respectivamente. Quando
tratados com anti-CD25 em periodo antes da infeccdo, os animais igualmente
apresentaram uma menor gravidade da doenca, caracterizada por menor carga
fungica e les6es menores e com menor nimero de leveduras. O acumulo de células
Treg no pulmdo durante a PCM levanta a possibilidade de que esta populacéo
celular desempenhe um papel de supressao de resposta imune nesse sitio. Além de
migrarem para o local de infeccdo, as células Treg apresentaram alteracdo do
fendtipo da superficie celular, evidenciando uma ativagcdo dessas células no curso
da doenca (Bazan et al., 2015). Os sinais que induzem a ativacao das células Treg

na infecgéo pelo P. brasiliensis ainda ndo estdo bem estabelecidos.
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Além do efeito positivo que a diminuicdo do numero de células Treg
proporcionou na gravidade da PCM, foi verificado também um ndamero mais elevado
de macrdfagos, células dendriticas, bem como linfécitos T CD4" e TCD8" ativados
nos pulmdes de camundongos que foram submetidos a deplecdo das células Treg
por DT, indicando que a diminui¢cdo das células Treg no sitio da infe¢cdo ocasiona um
resgate da imunidade protetora T-dependente. O aumento do influxo de células T
CD4" e CD8" de memoria/efetoras e naive é consistente com o observado em um
modelo de infec¢cdo por M. tuberculosis, onde foi demonstrado que a deplecdo de
células Treg levou, além de uma diminuicdo da carga bacteriana, um aumento na
porcentagem de células T naive e memoaria/ativadas nos pulmdes dos camundongos
(SCOTT-BROWNE et al., 2007).

O aumento nas citocinas IL-12 nos pulmdes, além de contribuirem para a
diferenciacdo das células T para um perfil Thl produtor de IFN-y que deve ter levado
a ativacdo de macrofagos e células dendriticas dos camundongos tratados,
melhorando a sua funcédo efetora e de co-estimulacdo (LANKFORD; FRUNCH,
2003). A IL-23, por outro lado, tem fungdo de manutencédo de linfécitos Th17 que séo
primariamente induzidos pelas citocinas IL-6 e TGF-b (citar revisdo de Th17).

O aumento da imunidade celular e a melhora em sua ativacdo e atividade
frente a infeccdes patogénicas apds a deplecdo de células Treg também foi
encontrado frente a diferentes infeccbes como as causadas pelo Plasmodium yoelii,
Leishmania spp. e Mycobacterium tuberculosis (ABEL et al., 2012; BELKAID et al.,
2002; KURSAR et al., 2007). Neste caso, nossos dados revelam que a deplecdo das
células Treg no curso da infeccdo por P. brasiliensis interfere positivamente na
melhora da resposta imune celular, uma vez que permite um resgate na imunidade
mediada por macrofagos e linfécitos, e melhora nas suas funcdes efetoras
possibilitando um melhor controle no crescimento do patdégeno e atenuacdo na

gravidade da doenca.

Os dados da quantificacdo de citocinas demonstraram que animais DEREG
tratados com DT produzem menos IL-10 nos pulmbes quando comparados com
animais controle apés 6 semanas de infeccdo. Como animais IL-10" infectados com
P. brasiliensis apresentam um controle significativamente mais eficiente da doenca
guando comparados a animais selvagens (COSTA et al., 2013), a menor quantidade

de IL-10 associada a diminuicdo de células Treg pds deplecdo foi provavelmente
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importante para a resisténcia aumentada a infeccdo observada nos animais tratados
com DT. Simultaneamente, foi observado um aumento nos niveis de citocinas
caracteristicas de respostas do tipo Thl e Th1l7, tanto na fase mais inicial como na
fase tardia, indicando, assim, resposta imune direcionada a estes perfis de linfocitos.
O perfil da producgéo de citocinas pos infec¢do nos animais DEREG tratados com DT
€ consistente com o aumento da expressao dos mRNAs dos fatores de transcricdo
Thet e RORC e de seus respectivos percussores de citocinas IFN-y e IL-17. Os
niveis de IL-4 e GATA-3 relacionados com a resposta Th2 foram observados em
menor expressdo na fase inicial, apresentando uma pequena recuperacdo nos niveis

de expressédo na fase tardia, apos 10 semanas de infecc¢éo.

A IL-35, recentemente descrita como citocina com capacidade supressora
produzida por células nTreg e capazes de induzir células Tr35 que ndo expressam
Foxp3, apareceu em niveis mais baixos nos pulmdes de camundongos que tiveram
suas ceélulas Treg depletadas. Visto que as nTregs sao fontes naturais de IL-35 e
gue sua producdo aumente 5-10 vezes ao estabelecer contato com células T
(COLLISON et al., 2010), a diminuicdo desta citocina frente a deplecdo das células
Treg esta de acordo com o esperado, uma vez que ha uma migracao expressiva de
nTreg durante a infecgdo por P. brasiliensis, como demonstrado por Bazan et al.
(2015). Esta reducdo nos niveis de IL-35 ocorre em paralelo a diminuicdo da

expressao de Foxp3 nos pulmdes dos camundongos DEREG tratados com DT.

Dentre as citocinas analisadas neste trabalho, foi detectado um aumento
expressivo (principalmente durante a fase mais inicial) de IFN-y, citocina
caracteristica da resposta Thl. O aumento nos niveis desta citocina também foi
demonstrado em um modelo de infec¢do por M. tuberculosis, onde a deplecédo das
células Treg também causou uma diminuicdo significante na carga de bactérias
guando comparado aos camundongos controle (JARON et al., 2008). Na PCM, Cano
et al (1998) demonstrou que tanto a linhagem susceptivel B.10A quanto a linhagem
resistente A/J que tinham seus niveis de IFN-y enddégenos neutralizados
apresentavam uma exacerbacédo da infeccdo pulmonar, disseminacdo antecipada
para o baco e figado e deficiéncia na resposta imune protetora contra o fungo. Assim
como as células T CD4", as células T CD8" produtoras de citocinas desempenham
papel importante na protecédo contra diversos patogenos. A producao de IFN-y pelos

linfocitos T CD8" parece ser essencial para o controle de infeccbes causadas por
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patogenos intracelulares como M. tuberculosis, Chlamydia trachomatis, Leishmania
spp. e Cryptococcus neoformans, principalmente por meio da ativacdo das células
infectadas (COLMENARES et al., 2003; HERATH et al., 2003; MA et al.,, 2002;
TSAGOZIS et al.,, 2003). Além disso, € sabido que camundongos resistentes a
infeccdo por P. brasiliensis desenvolvem resposta T CD4" do tipo Thl, e apresentam
também células T CD8" que sintetizam grandes quantidades de IFN-y, as quais sdo
potencialmente protetoras na PCM pulmonar (CHIARELA et al., 2007; KASHINO et
al., 2000), o que coincidentemente também foi demonstrado no presente trabalho

apos a deplecéo das células Treg.

As acdes das citocinas IL-12 e IL-23 sdo semelhantes neste cenario, uma vez
gue ambas sdo capazes de atuar sobre as células Thl de memoéria para aumentar
sua proliferacdo, bem como a producdo de IFN-y (OPPMANN et al.,, 2000).
Juntamente a este fato, a diminuicdo das células Treg também parece induzir uma
diferenciacdo das células TCD4" para o perfil de resposta Th17, principalmente na
fase tardia, onde a producado de IL-17 € mais expressiva. A citocina anti-inflamatéria
TGF-B é responsavel por dirigir a diferenciagdo de células naive CD4"para Treg
através da inducdo de Foxp3 (ROWE et al., 2011). Contudo, a IL-23, citocina da
familia da IL-12, evita a inducdo de Foxp3 por TGF-B, e ao invés disso sustenta a
diferenciacéo de células T naive para a linhagem Th17 através da inducao do fator
de transcricdo Rorc (IWAKURA; ISHGAME, 2006). E importante salientar que o
achado do presente trabalho relacionado ao aumento da resposta mediada pelo
perfil Th17 ndo esteve associado com uma inflamacdo exacerbada em nenhum dos
orgaos-alvo, visto que as andlises histopatolégicas dos 6rgdos de camundongos
DEREG tratados com DT apds 6 e 10 semanas de infeccdo apresentaram tecidos
conservados e praticamente nao lesionados. Em 2014, foi demonstrado que em
candidiase disseminada a expansao de células Th1l7 em paralelo a diminuicdo de
células Treg causavam uma resposta inflamatoria exacerbada associada a
patogenicidade. No entanto, em outras formas da doenca, como candidiase
gastrointestinal, a expanséao de linfocitos Th17 leva a diminuicdo da colonizagc&o por
C. albicans (WIBLEY; GAFFEN, 2014).Embora os efeitos atribuidos ao eixo IL-
23/Th17 possam ser possitivos ou negativos, no cendrio de infecgBes fungicas
sisttmicas a auséncia ou diferenciacdo defeituosa de células Thl7 tem sido

associada a efeitos negativos como pneumonia recorrente por fungos filamentosos e
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a ocorréncia de candidiase mucocutdnea (BAR et al., 2014; CONTI; GAFFEN,
2015;). Desta forma, de acordo com os resultados encontrados no presente trabalho
coerentes com os trabalhos citados, podemos considerar que a resposta tardia
mediada por linfocitos Th17 tem um efeito imunoprotetor frente & infeccdo por P.

brasiliensis.

Um outro beneficio relacionado a deplecdo das células Treg foi visto em
relacdo a mortalidade causada pela PCM. Os camundongos DEREG tratados com
DT no curso da infeccdo apresentaram uma menor taxa de mortalidade quando
comparados aos camundongos controle tratados com PBS, o que esta diretamente
relacionado com a melhora da imunidade celular, 0 que causou uma erradicacao
mais eficiente do patdégeno e diminuiu a gravidade das lesGes nos 6rgdos alvo
estudados. Este mesmo evento foi encontrado nas infeccées por Plasmodium yoelii,
Leishmania spp. e M. tuberculosis (ABEL et al., 2012; BELKAID et al., 2002;
KURSAR et al., 2007) citados anteriormente.
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5.1 Principais perspectivas

Como a PCM é diagnosticada tardiamente, a caracterizacdo do efeito da
eliminacdo ou diminuicdo de células Treg em doenca ja estabelecida abre a

possibilidade do uso deste procedimento como medida terapéutica.

O bloqueio de CTLA-4 com uso de anticorpo monoclonal anti-CTLA-4 tem
sido bastante utilizado como ferramenta terapéutica em diversas enfermidades como
cancer (BATHIA et al.,, 2009) e doencgas infecciosas (HAFALLA et al., 2012), visto
que o farmaco quimiotergpico ipilimumabe, anticorpo monoclonal anti CTLA-4
totalmente humanizado, vem trazendo beneficios frente a casos como melanoma
grave (BATHIA et al., 2009) e artrite reumatoide (LEE et al., 2016).

Em nosso modelo experimental, os animais resistentes ao P. brasiliensis sao
produtores de altos niveis de TGF- e IDO, além de expandirem grande numero de
células Treg (ARAUJO et al., 2014; FELONATO et al.). Estes estudos sugeriram que
o grande numero de células Treg nos animais resistentes poderia ser decorrente de
uma acao efetiva de IDO via ativacdo do fator de transcricdo AhR (Receptor Aril
hidrocarboneto). De fato, varios estudos tém demonstrado que a ativacdo de AhR
induz a expressao de IDO em vérios tecidos murinos, levando a um aumento do
namero de células Treg (MEZRICH et al., 2010). Neste contexto, outra alternativa de
modulacao da funcéo de células Treg no curso da infec¢do pelo P. brasiliensisseria
a o tratamento através da utilizacdo de antagonistas (ou agonistas) exdégenos do
Receptor Aril hidrocarboneto, um fator de transcricdo citoplasméatico que reconhece
aminoacidos aromaticos e regula a geracdo de células Treg e Thl7 em
camundongos. A ativacado de AhR por agonistas como o 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-
dioxina (TCDD), um poluente organoclorado altamente téxico, induz células Treg por
um mecanismo dependente de TGF-B, enquanto que a ativacdo de AhR pelo
agonista 6-formilindol [3,2-b] carbazol (FICZ), um ligante enddgeno, inibe a
diferenciacdo de células Treg, induzindo a diferenciacdo de células Th17. Assim, o
AhR regula a diferenciacdo de células Treg e Th17 de acordo com a especificidade
do ligante (QUINTANA et al.,, 2008). Desta forma, o uso de agonistas do AhR
permitiria a imunomodulacdo da PCM ja estabelecida e poderia se tornar terapia
auxiliar para os limitados procedimentos quimioterapéuticos para esta micose

existentes na atualidade.



66

6 CONCLUSAO

Este trabalho demonstra pela primeira vez, usando modelo que permite a
adequada manipulacdo de células Treg in vivo na PCM em curso, que a diminui¢cao
desta populacdo celular pode restaurar a imunidade e reverter a gravidade da
doenca. A inibicdo destas células no curso da doenca induz a diminuicdo da carga
fungica, ativa a imunidade Th1/Thl7 e reduz significantemente a mortalidade dos
animais tratados. Este resultado esta, portanto, de acordo com um paradigma
associado a funcdo das células Treg na PCM, uma vez que trabalhos anteriores,
onde as células Treg foram depletadas no inicio ou antes da infeccdo por P.
brasiliensis, relacionavam a presenca dessas células a quadros mais graves da

doenca.
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