BIBLIGTECA

Faculdade de Ciéncias Farmageuticas

> Universidade de Sdo Pauln

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Programa de P6s-Graduagao em Farmacia
Area de Analises Clinicas

Interacao de Paracoccidioides brasiliensis com células
dendriticas pulmonares induz produgao de IL-10 e
expressao de TLR2: possiveis mecanismos de

suscetibilidade

Karen Spadari Ferreira

Tese para obtencao do
grau de Doutor

Orientador:
Prof. Dr. Sandro Rogério de Almeida

S&do Paulo
2007

869y



DEDALUS - Acervo - CQ

AR

30100012962

Ficha Catalografica
Elaborada pela Divisdo de Biblioteca e
Documentag¢do do Conjunto das Quimicas da USP.

F383i

Ferreira, Karen Spadari

Interagdo de Paracoccidioides brasiliensis com células
dendriticas pulmonares induz produc¢do de IL-10 e expressdo
de TLR2: possiveis mecanismos de suscetibilidade / Karen
Spadari Ferreira. -- Sdo Paulo, 2007.

113p.

Tese (doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
da Universidade de Sdo Paulo. Departamento de Analises
Clinicas e Toxicoloégicas.

Orientador: Almeida, Sandro Rogério de

1. Micologia médica 2. Imunologia I. T. Il. Almeida,
Sandro Rogério de, orientador.

616.969 CDD




Karen Spadari Ferreira

Interacao de Paracoccidioides brasiliensis com células dendriticas pulmonares
induz producédo de IL-10 e expressao de TLR2: possiveis mecanismos de

suscetibilidade

Comisséo julgadora
da
Tese par obtengao do grau de Doutor

Prof. Dr. Sandro Rogério de Almeida
Orientador/presidente

1° examinador

2° examinador

3° examinador

4° examinador

Sao Paulo, -\5 <i€<j\x1ml’19 de Lﬂ@]



Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério
de micologia do departamento de Analises
Clinicas da Faculdade de Farmacia da
Universidade de Sao Paulo, com auxilio
financeiro da Fundagdo de Amparo a pesquisa
(FAPESP) e pelo Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico
(CNPq).



Dedicatoria

Agradeco a minha familia, que aceitaram todos, pacientemente, as
inconveniéncias e separagbes associadas d minha preocupagdo com este
trabalho que, sem o continuo apoio e compreensdo, ndo teria sido realizado.

Obrigado ®ai e Penha por todo apoio
em mais uma conquista em minha vida

Obrigado aos meus irmdos Marcelus,
Idineu e Fernanda pela amizade e
Carinho

Obrigado ao meu querido avé Fernando
por todo incentivo e ajuda

Obrigado Mde, minha fortaleza ...



Agradecimento especial

Gostaria particularmente de expressar especial agradecimento ao
Prof. Dr. Sandro Rogério de Almeida, pela oportunidade e confianca
durante todos esses anos. Agradego por suas sugestoes, conselhos e
orientagdo que foram indispensdveis para o meu amadurecimento

profissional e para a realizagdo deste trabalho.



Agradecimentos

Aos grandes amigos do laboratorio de Micologia pelo apoio e
incentivo constante para realizagdo deste trabalho, que por
dividirem momentos especiais ndo poderia deixar de agradecer a cada
um: Maria da Gloria Teixeira de Sousa, Eliver Eid Bou Ghosn,
Viviane Mazo Fdvero Gimenes, Gisele Facholi Bonfim, Vanessa
Rosa Noal e Karla Leticia Santiago.



A Sénia Caramico Buratto, por seu carinho e companheirismo
durante todos esses anos.



Aos Professores Momtchilo Russo e Karina Bastos
pela colaboragdo no trabalho e por seus ensinamentos.



SUMARIO




Iv.

VI.

Sumario

Abreviaturas

Resumo

Abstract

Introducgéao

Objetivos

Materiais e métodos

1.

2

10.

11.

12.

13.

Animais

Fungo

Antigeno

Dosagem de proteinas

Purificacdo de células dendriticas pulmonares
Caracterizacao fenotipica de células dendriticas através de
citometria de fluxo

Preparacao do inéculo

Ensaio de fagocitose

Coloracao por Giemsa

Ensaio de dosagem de citocinas

Infecgao intratraqueal

Microscopia eletronica

Expressdo de moléculas de superficie de células

dendriticas pulmonares apés interacao in vivo com Pb

24

25

25

25

25

25

25

27

27

27

28

29

29

29



14.

15.

15.1

Ensaio de migragdo de células dendriticas apos fagocitose
de leveduras de P. brasiliensis

Ativacdo de linfécitos T por células dendriticas pulmonares
apos infecgéo pulmonar por P. brasiliensis

Imunizacdo de camundongos para ensaio de

linfoproliferacao

15.2 Ensaio de proliferacao celular
16. Quantificacdo de citocinas
17. Analise da expressdao de RNAm de TLR 2, TLR 4, CCR7 e
MyD88 de células dendriticas ap6s infeccdo experimental
pelo P. brasiliensis
17.1  Extragdo de RNA total
17.2  Quantificacdo de RNA total
17.3 Pureza do RNA total
17.4  Sintese da primeira fita de cDNA
17.5 RT-PCR semiquantitativo
18. Analise estatistica
VIl. Resultados
1. Caracterizacdo fenotipica de células dendriticas por
citometria de fluxo
2. Ensaio de fagocitose
3. Ensaio de fagocitose de leveduras de P. brasiliensis por

células dendriticas pulmonares obtidas de camundongos

29

30

30

30

31

31

31

32

32

32

33

34

34

36



10.

11.

12.

13.

14.

15.

AlJ e B10.A na presencga de manana ou laminarina

Andlise da expressdo de moléculas de superficie de células
dendriticas pulmonares por citometria de fluxo apos cultura
in vitro com P. brasiliensis

Secregéo de citocinas por celulas dendriticas pulmonares
apos interagéo in vifro com P. brasiliensis

Microscopia eletronica de celulas dendriticas pulmonares
purificadas apos infeccdo com P. brasiliensis

Expressdo de RNAm de TLR2, TLR4 e MyD88 em células
dendriticas pulmonares

Ensaio de fagocitose de leveduras de P. brasiliensis por
células dendriticas pulmonares obtidas de camundongos
deficientes em TLR 4 ou TLR 2

Quantificagdo de citocinas produzidas por células
dendriticas pulmonares de camundongos deficientes em
TLR 4 _
Quantificagdo de citocinas produzidas por células
dendriticas pulmonares de camundongos deficientes em
TLR 2

Caracterizagao  fenotipica de células  dendriticas
pulmonares por citometria de fluxo apos infeccdo com P.
brasiliensis

Producdo de citocinas por celulas dendriticas pulmonares
apos infecgao intratraqueal com P. brasiliensis

Ativagdo de linfocitos T CD4+ por células dendriticas
pulmonares

Migracdo de células dendriticas pulmonares apos infecgéo
com P. brasiliensis

Expressdo de RNAm de CCR7 em células dendriticas

pulmonares

37

38

39

40

43

45

47

48

51

52

55



VIil.

XI.

XiIl.

Discussao

Conclusdes

Referéncias Bibliograficas

Anexo

Certificado da Comissdo de Etica em Experimentagéo

Animal

56

63

65

92



ABREVIATURAS




ABREVIATURAS

APCs — Células Apresentadoras de Antigeno
BSA — Albumina de Bovina Sérica

B7.1 - CD80

B7.2 - CD86

CBB - Coomassie Brilliant Blue

CCR - receptor de quimiocina

CD - “Cluster of Differentiation”

cDNA - Fita complementar de DNA

CDp — Células Dendriticas pulmonares

CFA — Antigeno livre da parede do fungo

DMSO - Dimetilsulféxido

DNA — Acido desoxirribonucléico

DO — Densidade Optica

ELISA — “Enzyme-Linked Immunosorbent Assay”
Fc — Fragmento constante da molécula de imunoglobulina
FITC — Isotiocianato de Fluoresceina

gp — Glicoproteina

HPGRT - Enzima hipoxantina guanina fosforibosil transferase
IF — indice fagocitico

IFN-y - Interferon-gama

lg - Imunoglobulina

IL — Interleucina



i.p- — Intraperitoneal

i.t. — Intratraqueal

ITAM — Imunoreceptor de tirosina

kDa — kiloDalton

LPS - Lipopolissacarideo

M-CSF — Fator estimulador de colénia de macréfagos
MELISA — “Magnetic Enzyme-Linked Immunosorbent Assay”
MHC — Complexo Principal de Histocompatibilidade
MIF — Média de Intensidade de Fluorescéncia

mm - milimetros

MyD88 — adaptador comum de sinalizagéo

NF-«B — Fator Nuclear NF-xB

OPD - Orthophenylenediamine

PAMPs — padrao de moléculas associadas aos patégenos
PBS — Solugao Salina de Fosfato Tamponada

P. brasiliensis — Paracoccidioides brasiliensis

PCM — Paracoccidioidomicose

PCR - Reagdo em cadeia de polimerase

PE — Ficoeritrina

PRRs - receptores padrao de particulas microbianas
RNAm — Acido ribonucléico mensageiro

ROS - espécies reativas de oxigériio

RT - Retrotranscriptase

SBF - Soro Fetal Bovino

SPF — “specific pathogens free”



PRRs — receptores padrao de reconhecimento de particulas microbianas
TCR - Receptor de Células T

TGF-B - Fator B de Crescimento

Th — Linfécito T auxiliar

TLR — “Toll Like Receptor”

TNF-a - Fator o de Necrose Tumoral
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RESUMO

A resposta imune adaptativa do tipo Th1 é necessaria para prote¢do contra P.
brasiliensis. Sabendo que células dendritica sdo APCs eficientes na ativagdo da
resposta imune mediada por células, investigamos o potencial dessas células em
iniciar a resposta imune inata em camundongos suscetiveis (B10.A) e resistentes
(AMJ) a PCM.

Inicialmente, observamos que células dendriticas pulmonares de
camundongos B10.A sdo mais fagociticas quando comparadas com células de
camundongos A/J. Além disso, observamos que a fagocitose na presenca de
laminarina foi inibida somente em células dendriticas pulmonares de animais B10.A.

A producéo de citocinas por células dendriticas pulmonares de camundongos
A/J mostrou baixa concentracdo de IL-10, IL-12 e TNF-a. Ao contrario, células
dendriticas pulmonares de camundongos B10.A produziram altas concentragdes de
TNF-a e IL-10, mas, a producgéo de IL-10 foi significativamente inibida na presenga
de laminarina. N6s também observamos que células dendriticas pulmonares de
camundongos TLR-2KO foram deficientes na producido de IL-10. Além disso, a
expressao génica para TLR-2 aumentou apoés infecgdo em camundongos B10.A,
mas nao nos A/J. Posteriormente, observamos que a capacidade de células
dendriticas pulmonares de camundongos suscetiveis em induzir ativagao de células
T foi diminuida.

De acordo com nossos resultados, sugerimos que P. brasiliensis induz células
dendriticas regulatérias em camundongos suscetiveis, 0s quais promovem a
producado de IL-10, contribuindo para a suscetibilidade de camundongos B10.A

contra a infecgéo por P. brasiliensis.

Palavras chave: células dendriticas pulmonares, Paracoccidioides brasiliensis,

receptores “Toll like”, apresentagao de antigeno, paracoccidioidomicose.
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Abstract

An adaptive Th1-type immune response is required for protection against
P.brasiliensis. Knowing that DC are the most effective APCs for inducing cell-
mediated immune responses, it is thus important to investigate lung DC and their
potential to initiate an immune response in mice susceptible and resistant to PCM.

Initially, we observed that lung DC from susceptible mice were more
phagocytic than cells from resistant mice and we observed that phagocytosis in the
presence of laminarin was inhibited only in DC from susceptible mice.

Cytokines produced by DC from resistant mice showed a low concentration of
IL-10, IL-12 and TNF-a. In contrast, DC from susceptible mice produced a high
concentration of TNF-o and IL-10, but IL-10 production was significantly inhibited in
the presence of laminarin. We also observed that DC from TLR-2KO mice presented
a defective production of IL-10. We found that the gene expression for TLR2 is
increased after infection in B10.A, but not in A/J mice. Thus, the capacity of lung DC
from susceptible mice in inducing T cell activation was decreased.

In conclusion, our data suggest that P.brasiliensis induces regulatory DC in
susceptible mice, which promotes IL-10 production contributing to the susceptibility of

B10.A mice against P.brasiliensis infection.

Key words: Lung dendritic cells, Paracoccidioides brasiliensis, “Toll Like” receptors,

antigen-presenting cells, paracoccidioidomycosis.
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INTRODUCAO

A paracoccidioidomicose (PCM) € uma micose sistémica e granulomatosa,
que compromete primariamente e preferencialmente o tecido pulmonar, podendo
através das vias linfatica e hematogénica, atingir o tecido mucocutaneo e, por
contiguidade, qualquer outro érgéao.

A PCM foi descrita pela primeira vez em 1908 por Lutz, em paciente
apresentando lesées na mucosa oral. Em 1912, outro pesquisador, Splendore
consegue isolar o fungo causador da doencga descrita por Lutz, denominando-o de
Zimonema brasiliensis. Desde entdo, esta patologia tem recebido varias
denominagdes, mas somente em 1930, Almeida cria o género Paracoccidioides,
denominando assim, o agente causador da PCM como Paracoccidioides brasiliensis
(P.brasiliensis), nome utilizado até os dias de hoje.

Taxonomicamente, o agente etiologico da PCM pertence a familia
Moniliaceae, ordem Moniliales, da classe Hyphomycetes. Contudo, uma outra
classificacdo foi proposta, pois estudos filogenéticos empregando ferramentas
moleculares posicionaram o agente etiolégico da PCM, junto aos demais fungos
dimérficos (Coccidioides posadasii, Coccidioides immitis, Blastomyces dermatitidis e
Histoplasma capsulatum), como pertencentes a seguinte categoria taxondmica:
Reino Fungi, Filo Ascomycotfa, Classe Pleomycetes, Ordem Onigenales, Familia
Onygenaceae, Género Paracoccidioides e Espécie brasiliensis (TAYLOR, 1995;
PETERSON & SINGLER, 1998; BIALEK ef al., 2000; HERR ef al., 2001; SAN-BLAS
et al., 2002).

E um fungo dimérfico, e as condi¢gbes que favorecem o dimorfismo do P.
brasiliensis seriam variagbes térmicas (MACKINNON, 1960; NEGRONI, 1968;
BORELLI, 1972; PADILHA-GONCALVES, 1972; RESTREPO, 1985; CONTI-DIAZ &
RILLA, 1989).

P.brasiliensis € conhecido apenas na sua forma assexuada, saprobiota do
solo (ALMEIDA, 1930). Quanto as caracteristicas morfologicas, o fungo se apresenta
sob a forma de levedura quando cultivado a 37°C, ou em vida parasitaria, € no
exame direto, pode-se verificar a presen¢ga de células ovaladas (com 1-30um de

diametro) (LACAZ, et al., 1991) ou multibrotantes, com aspecto de “roda de leme”.



Em vida saprofitica ou quando cultivado a 25°C, o P.brasiliensis apresenta-se sob a
forma de micélio, com hifas hialinas delgadas e septadas.

Geograficamente a doencga esta restrita a paises da América Latina como
Brasil, Argentina, Venezuela e Colombia (FRANCO et al., 1987 e RESTREPO,
1990), sendo a micose sistémica mais comum no Brasil (WANKE & LONDERO,
1994). Estudos que caracterizam as areas de maior prevaléncia da PCM mostram
que esta & encontrada em locais de floresta umida - tropicais e subtropicais, com
ternperaturas variando entre 17 e 24°C, indices pluviométricos elevados (800-2.000
mm por ano) e com altitude média de 47 a 1.300 m, regides com o inverno curto,
grandes rios e verdes chuvosos (RESTREPO, 1985).

Os aspectos epidemiolégicos da PCM nao estdo bem definidos. Alguns
autores acreditam que a micose € responsavel pelos elevados indices de
mortalidade em areas rurais da América Latina. Entretanto, varios estudos relatam
sua ocorréncia em trabalhadores de areas industriais e em criangas que residem em
regides urbanas (GREER e RESTREPO, 1977, BLOTTA et al., 1999). Atualmente
acredita-se que as criancas representam em geral, 5% dos casos relatados desta
micose (BLOTTA et al., 1999). Em areas classificadas como sendo de alta
endemicidade, o indice anual €& estimado em 3 casos por 100.000 habitantes
(LONDERO & RAMOS, 1990). |

Em estudo epidemiolégico sobre PCM com gp43, realizado em 118 operarios
no Noroeste do Parana, mostrou positividade de 43% através do teste intradérmico,
sendo 98% do sexo masculino com idade entre 18 e 61 anos (FORNAJEIRO, et al,,
2005).

Coutinho et al. em 2002, publicaram um estudo sobre 3.181 6bitos por PCM
no Brasil entre 1980 e 1995. Neste periodo a micose destacou-se como oitava causa
de mortalidade por doenga predominantemente cronica, entre as patologias
infecciosas e parasitarias, € a mais elevada taxa de mortalidade entre as micoses
sistémicas. A taxa média de mortalidade anual foi de 1,45 casos por milhdo de
habitantes. O Sul com a maior taxa regional, e o Sudeste apresentaram tendéncia a
queda e a regido Centro-Oeste apresentou o segundo coeficiente mais elevado do
Pais, com tendéncia a ascensdo. A doenca prevaleceu como endemia nas areas
rurais, e a taxa de mortalidade predominou em individuos do sexo masculino.

A progressao da infecgéo fungica causada por P. brasiliensis € mais comum

nos homens com idade entre 30 e 60 anos, na proporcao de 13 homens para 1



mulher em areas endémicas (LACAZ et al., 1994). Estudos sugerem que nas
mulheres os horménios femininos conferem uma prote¢do natural contra esta
patologia. O tratamento de P. brasiliensis com altas concentragdes de hormdnio
feminino (estrogénio) bloqueia a transi¢do da fase miceliana (forma infectante do
fungo) para a leveduriforme (forma parasitaria) (RESTREPO et al., 1984; SALAZAR
et al., 1988; CLEMONS et al., 1989 e LOOSE et al., 1983). Estes dados sugerem
que a resisténcia das mulheres no estagio inicial da infecgéao seja atribuida a estes
efeitos hormonais (ARISTIZABAL et al., 1998).

Blotta et al., (1999) estudaram 584 pacientes com idade entre 5 e 87 anos no
Estado de Sao Paulo, observando que os maiores indices da PCM ocorreram em
homens com idade entre 41 e 50 anos, sendo que 46% destes trabalhavam em zona
rural.

O habitat natural do P. brasiliensis ainda é desconhecido existindo estudos
que relatam o isolamento do fungo a partir de amostras de solo, sugerindo que este
€ o mais provavel nicho ecolégico do parasita (ALBORNOZ, 1971; NEGRONI, 1966;
e SILVA-VERGARA & MARTINEZ, 1990; RESTREPO et al., 2001).

P. brasiliensis foi isolado inicialmente de amostra do solo por Shome e Batista
(1963) no Brasil. Subseqiientes isolamentos foram obtidos na Argentina (NEGRONI,
1966), em uma fazenda na Venezuela (ALBORNOZ, 1971), sendo também isolado
de ra¢ao de cachorros, provavelmente por contaminagao com o sdlo (FERREIRA, et
al., 1990).

Estudos epidemiolégicos demonstram o isolamento do fungo em diferentes
animais. Em 1965, Grose e Transmitt isolaram o fungo do trato intestinal de trés
morcegos (Artibus literatus) na Colémbia. Gesuele, em 1989 isolou o fungo de fezes
de um pingliim originario da Antartida e estudos recentes tém mostrado o isolamento
do P. brasiliensis de visceras de tatus, em areas endémicas da micose (BAGAGLI et
al., 2003; HEBELER-BARBOSA et al., 2003).

No Brasil, Silva-Vergara et al., (1998) isolaram o fungo a partir do solo
coletado na entrada de uma toca de tatu em um cafezal, na regido de Ibia, Minas
Gerais. Posteriormente, outras trés cepas foram isoladas a partir de tatus na mesma
regiao (SILVA-VERGARA et al., 2000). Bagagli ef al., (1998) em Botucatu, Silva-
Vergara et al, (1998) e Macedo et al., (1998) na Serra da Mesa em Goias

confirmaram a presen¢a de infecgdes por P. brasiliensis em tatus através de exame



histopatolégico nas diferentes regides do Brasil. Com esses relatos, fica clara a
dificuldade de se localizar com precisdo o habitat natural do fungo.

No homem, varias portas de entrada tém sido sugeridas para o P. brasiliensis,
incluindo pele, mucosas, trato gastrointestinal e pulmdes. No entanto, dados
experimentais e clinicos suportam a via inalatéria como a principal porta de entrada
deste fungo no hospedeiro humano (MCEWEN, 1987).

Uma vez que o sistema imune entra em contato com o fungo, varios fatores
podem ser coadjuvantes no mecanismo de manifestacdo da PCM sendo, dentre
eles: caréncia alimentar protéica, susceptibilidade genética ao fungo, fadiga,
alcoolismo, tabagismo, doengas de base concomitantes, clima, etc (RESTREPO &
MONCADA, 1972).

Apbs a inalagao de propagulos infectantes, ha formagao de complexo primario
pulmonar com possivel disseminagao por via linfatica e hematogénica de leveduras
para diversos focos em outros 6rgaos e sistemas (FRANCO et al., 1987 e GIRALDO
et al., 1976).

A progressao da infecgao para doeng¢a depende do tamanho do indculo,
caracteristicas de patogenicidade e viruléncia do fungo, bem como da qualidade e
integridade do sistema imunolégico do hospedeiro e, possivelmente, fatores
genéticos (BRUMMER et al., 1993). _

A classificagao clinica da PCM compreende a PCM-infec¢do e a PCM-doenca
(FRANCO et al.,, 1987). Em pacientes com PCM-infecgao, a resposta imunolégica
apresenta-se satisfatéria e o desenvolvimento do foco infeccioso é contido, embora,
ocorra o desenvolvimento de uma resposta imune especifica, evidenciada pelo teste
intradérmico com paracoccidioidina (LACAZ et al., 1959). Nesta situagao, lesdes
fibréticas sdo formadas no pulmao (complexo primario pulmonar) ou em tecidos
mucocutaneos e o foco infeccioso pode desaparecer (FRANCO et al., 1987). Nestes
locais o fungo permanece em laténcia, portanto viavel. Ap6s um periodo prolongado
de tempo, em decorréncia do desequilibrio na relagdo hospedeiro-parasita por
condi¢des nao completamente definidas, a infeccao pode progredir originando os
sinais e sintomas da doenca, com disseminagdo para varios o6rgdaos, com o
aparecimento de diversas lesdes; caracterizando assim, a PCM-doeng¢a (FRANCO et
al., 1987).

De acordo com as distintas reagdes imunoldgicas que ocorrem na PCM, os

pacientes infectados foram classificados em duas formas polares: polo hiperérgico,



que se apresenta como uma forma benigna da doeng¢a, ou seja, o paciente
apresenta infec¢ao localizada, resposta imune celular preservada, baixos titulos de
anticorpos, granulomas epitelidides compactos, contendo poucos fungos viaveis, e
poélo anérgico, que se apresenta como uma forma maligna da micose, e os pacientes
apresentam disseminac¢ao da infec¢ao, resposta celular deprimida, altos niveis de
anticorpos, granulomas epitelidides frouxos e supurativos, com extensas areas
necréticas e abundante o numero de células viaveis do fungo (LACAZ et al., 1982).

Uma vez estabelecida a doen¢a, ela manifesta-se sob duas formas clinicas:
forma aguda ou sub aguda e forma crénica (FRANCO et al., 1987).

A forma aguda ou sub aguda (tipo juvenil) é habitualmente severa, de
evolugao rapida e com disseminacéo sistémica, comprometendo preferencialmente o
sistema fagocitico mononuclear (ba¢o, figado, linfonodos, medula éssea) (GIRALDO
et al., 1976). Esta forma clinica representa cerca de 3 a 5% dos casos, sendo
frequentemente encontrada em pacientes jovens de ambos os sexos (FRANCO et
al., 1987). A resposta imune celular usualmente esta deprimida, embora ocorra
aumento da producgao de anticorpos especificos (FRANCO, et al., 1987).

A forma crbnica, a mais freqlientemente encontrada possui evolugao lenta e
manifesta¢des pulmonares evidentes em 90% dos casos, sendo que em 25% destes
os pacientes apresentam lesdes restritas aos pulmdes (forma unifocal). Quando
ocorre a disseminagao, comprometendo mais de um 6rgao ou sistéma, caracteriza a
forma multifocal (revisado por BRUMMER ef al., 1993). A resposta imune humoral é
variavel e a resposta celular é preservada (FRANCO, 1986).

Os diferentes graus de imunodepressado celular nos pacientes estéao
associados com as diferentes formas clinicas da PCM (MOTA et al., 1985; FRANCO
et al., 1987 e LONDERO, 1986). Desta maneira, sugere-se que na PCM ha uma
correlagao inversa entre a resposta imune celular do paciente e a severidade da
doenc¢a, mostrando que a imunidade celular representa um dos mais importantes
mecanismos de defesa do hospedeiro contra o fungo. Estudos realizados por Mota
et al., em 1985, sugerem que quanto mais deficiente for a resposta imune celular do
paciente mais grave sera a forma clinica da doenga.

Laboratorialmente, a PCM é diagnosticada empregando-se métodos diretos e
indiretos (sorolégico). No entanto, o diagnéstico de certeza desta micose baseia-se
no achado de leveduras com multiplos brotamentos, birrefringentes, no material

clinico (amostras biolégicas como secre¢des, raspados de leséo, escarro, lavado
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brénquico, lavado broncoalveolar, pus e bidpsia de tecidos mucocutaneos) e no seu
isolamento em cultura. Apos a identificagao, o fungo pode ser cultivado em meios de
cultura sintéticos ou entdo, inoculado em animais de laboratorio para posterior
retrocultivo (revisado por BRUMMER et al., 1993; LACAZ, 1994).

Quando sao atingidos 6rgaos internos, os testes sorologicos sao muito
importantes para um diagnéstico rapido da PCM (BLUMER, et al., 1984). Diferentes
técnicas foram desenvolvidas para a detecgado de anticorpos, dentre elas estao:
imunodifusdo dupla (FERRI, 1961; RESTREPO, 1966), fixagao do complemento
(SINGER & FAVA-NETTO, 1971), ELISA (CAMARGO et al., 1984; MENDES-
GIANNINI et al., 1984) e MELISA (revisado por SAN-BLAS & SAN-BLAS, 1989). No
entanto, o teste que esta sendo mais utilizado € o da imunodifusdao em gel de agar
(YARZABAL, 1971; NEGRONI et al., 1976; CAMARGO et al., 1988).

Em pacientes com neuroparacoccidioidomicose, a detec¢do de antigenos
circulantes do fungo (gp43 e gp70) no fluido cérebro espinal por ELISA de inibigdo
tem mostrado alta sensibilidade, com eficiéncia no diagnéstico (DA SILVA et al.,
2005).

P. brasiliensis sintetiza diversas substancias como polissacarideos, proteinas,
polipeptideos, lipideos e glicoproteinas que reiinem caracteristicas fisico-quimicas e
biolégicas para atuarem como antigenos.

Em 1977, Yarzabal et al. verificaram que os antigehos liberados no
sobrenadante de cultura de P. brasiliensis formavam uma banda especifica frente a
soros de pacientes com PCM em teste de imunoeletroforese. Esta banda,
denominada banda E, mostrou-se de importancia diagnostica pela especificidade e
freqiéncia com que ocorre em soros de pacientes com PCM. Verificou-se,
posteriormente, que a banda E era composta por dois componentes, E1 e E2. O
antigeno E1, com atividade de fosfatase alcalina era revelado de forma variavel,
enquanto que o antigeno E2 podia ser visto na imunoeletroforese como sendo
especifico da PCM. A utilizagdo deste antigeno E2, em imunodifusdo, permitiu
identificar reag¢des especificas com soros de pacientes com PCM.

Em 1986, Puccia et al. investigaram a natureza do antigeno E2. Utilizando
filtrados de cultura e cromatografia em coluna de gel filtragéo, obtiveram trés fragdes
(F1, F2 e F3), sendo que apenas a fragdo F1 mostrou-se imunorreativa em
imunodifusdo. Esta fracdo apresentou afinidade para a concanavalina A e, quando

aluida desta lectina, imobilizada em coluna de Sepharose e analisada em SDS-
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PAGE, revelou quatro componentes de 43, 55 e 70 kDa e, um componente de alto
peso molecular, com migragao difusa. Estudos de imunoprecipitagdo com soros de
pacientes com PCM (PUCCIA et al., 1991) demonstraram que apenas a
glicoproteina com 43 kDa (gp43) era imunoprecipitada por 100% dos soros de PCM
e nao reagia com soros de individuos nao infectados. Posteriormente, verificou-se
que a gp43 era o principal componente antigénico presente nas fragbes
anteriormente descritas por Restrepo e Moncada, (1974) e Yarzabal ef al. (1977).
Desde entao, este componente antigénico do fungo, considerado um marcador
sorolégico da PCM, vem sendo utilizado no sentido de aumentar a especificidade e
sensibilidade dos testes sorolégicos (CAMARGO et al., 1994).

Vicentini ef al. (1994), estudando a interagdo de componentes da matriz
extracelular com P. brasiliensis, demonstraram que laminina liga-se de forma
especifica a células leveduriformes de P. brasiliensis, aumentando, in vitro, a adesao
das células fungicas a monocamada de células epiteliais. Como conseqiiéncia desse
tipo de interagao, células leveduriformes do P. brasiliensis recobertas com laminina e
injetadas em testiculos de hamster aumentaram a viruléncia do fungo, resultando em
doenga severa. Foi demonstrado também, que a gp43, presente na superficie do
fungo, era o principal ligante de laminina de forma especifica e saturavel,
favorecendo a invasdo e destruicdo de tecidos infectados. Entretanto, estudos
realizados por André et al., em 2004, mostraram que camundongds infectados com
leveduras de P. brasiliensis tratadas com laminina ocorriam diminuicdo da carga
fungica no pulmao, bem como da diminuicdo da resposta inflamatéria no tecido
pulmonar. Ja, em 2006, Mendes-Gianini e colaboradores mostraram que aiém do P.
brasiliensis ter capacidade de aderir e invadir células epteliais, os componentes da
matriz extracelular (laminina e fibronectina), devem mediar a adesdo de gp43 em
células vero.

Em outros estudos, autores demonstraram que a gp43 inibe a fagocitose do
fungo através da nao-ativagdo dos macréfagos peritoneais de camundongos in vitro,
sugerindo que essa molécula também estaria envolvida na inibigao da ativagéo e na
habilidade das células de matar o fungo. Baseando-se nessas observagbes, é
sugerido que a gp43 medeie um mecanismo de escape do fungo, o que facilita o
estabelecimento e o destino de infecgao primaria em hospedeiro suscetivel (POPI, et
al., 2002).
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Diversos modelos experimentais foram propostos para avaliar a relagio
parasito-hospedeiro durante infec¢do pelo P. brasiliensis. Os modelos experimentais
em diferentes espécies animais tém contribuido para o estudo da resposta imune no
hospedeiro a esta infeccado (MOSCARDI e FRANCO 1980).

Calich et al. (1985), infectando diferentes linhagens de camundongos
isogénicos via intraperitoneal com células leveduriformes de P. brasiliensis, definiram
um modelo experimental no qual obtiveram camundongos altamente resistentes
(AN), intermediarios (BALB/c, C57BI/10 e C3He/Fe) e suscetiveis a doenga (B10.A,
B10.D2/oSn e B10.D2/nSn).

A resposta imune contra os antigenos do fungo foi estudada nesse modelo
experimental e os resultados mostraram que os animais resistentes apresentavam
imunidade celular aparentemente normal, ou seja, com presen¢a de macréfagos
ativados durante todo o processo infeccioso e com poucas lesdes teciduais. Por
outro lado, os animais suscetiveis mostraram depressao da resposta celular, altos
niveis de anticorpos anti-P. brasiliensis e comprometimento de varios 6rgaos
(CALICH et al. 1988).

Calich e Kashino (1998), estudaram a produg¢ao de monocinas (TNF-a e TGF-
B), citocinas associadas a resposta imune Th1 (IL-2 e IFN-y) e tipo Th2 (IL-4, IL-5 e
IL-10) em cultura de linfonodos de animais resistentes (A/Sn) e susceptiveis (B10.A),
para entender os fenébmenos imunoregulatorios associados a resisténcia e a
suscetibilidade na PCM experimental.

A analise da produgdo de citocinas associadas aos aspectos
imunopatolégicos verificados em animais resistentes e suscetiveis indicaram que
nesse modelo experimental de PCM, a resisténcia a infecgdo em camundongos A/Sn
esta relacionada com a producdo de niveis elevados de IFN-y no decorrer da
infecgdo, padrao este compativel com uma resposta do tipo Th1. A suscetibilidade
de camundongos B10.A esta relacionada com baixa produgdo de IL-2 e IFN-y no
inicio da infec¢do, seguida da producido elevada de IL-5, IL-10 e TNF-a, padrao
caracteristico de uma resposta do tipo Th2 (Revisado por CALICH & KASHINO,
1998).

Estudos recentes, realizados por Pina et al, em 2008, mostraram a
participagao de neutroéfilos na imunoreguiagéo da secreg¢éo de anticorpos e citocinas

no inicio da infecgao por P. brasiliensis. A depleg¢do de neutréfilos em camundongos
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suscetiveis (B10.A) aumentou os niveis de IL-12 e IL-4 nos pulmdes e aumentou a
sintese de imunoglobulinas (Ig) que regulam a resposta Th2 (IgG1, IgA e IgG3). Ja,
em camundongos resistentes, a deple¢ao de neutréfilos induziu o aumento de IL-12
e fator estimulador de coldénia de macréfagos (M-CSF), além de aumentar, isotipos
de anticorpos que regulam uma resposta do tipo Th1 (IgG2a e lgG2b). Estes
resultados sugerem que os neutrofilos estido envolvidos na protecido de
camundongos suscetiveis na fase inata, no entanto, estas células ndo participam do
controle da infec¢ao causada por P. brasiliensis na infec¢ao pulmonar secundaria.

Atualmente, alguns pesquisadores acreditam que diversos mecanismos
imunolégicos além das respostas Th1/Th2 podem levar a suscetibilidade na infecgéo
por P. brasiliensis. Arruda, et al, em 2004, demonstraram que IL-4 &€ uma citocina
importante que pode modular positivamente ou negativamente o padrao de
suscetibilidade do hospedeiro ao P. brasiliensis. Os resultados mostraram que a IL-4
pode exercer diferentes fungées na PCM pulmonar, dependendo do padréo genético
do hospedeiro. A deple¢éo de IL-4 em camundongos suscetiveis levou ao aumento
da carga fungica pulmonar. Entretanto, em animais com padrao intermediario da
doenga, a deplegao in vivo de IL-4 foi menos severa e foi associada com o aumento
da producdo de TNF-a e IL-12 e diminuigdo de IL-5, demonstrando que a IL-4 ndo é
o principal mediador na suscetibilidade a PCM pulmonar. Outra citocina, como a IL-
10 poderia estar mediando esta suscetibilidade, como descreve o mesmo grupo de
pesquisa.

O desenvolvimento predominante de uma subpopulacéo de células T (Th1 ou
Th2) durante uma infecgdo é extremamente importante, pois, certos patégenos sao
mais efetivamente controlados por uma resposta do tipo celular (Th1) e outros, mais
efetivamente controlados por uma resposta do tipo humoral (Th2) (SHER &
COFFMAN, 1992). Em algumas doencgas crénicas, a resposta de células T CD4"
inapropriada pode exacerbar a doenga, levando a uma inabilidade do hospedeiro
para erradicar o0 microrganismo.

A ativacdo de uma resposta imunolégica é consequéncia de uma série de
interagcdes envolvendo diferentes tipos celulares. Estudos de clones de populagbes
de células T sugerem que as células apresentadoras de antigenos (APCs) poderiam
também determinar o tipo de resposta imune.

Para que ocorra uma resposta mediada por linfécitos T, é necessario que

estes interajam com as APCs (células dendriticas, linfécitos B e macréfagos),
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proliferem e se diferenciem em células efetoras, pois, embora os linfécitos T
reconhegam antigenos com alta especificidade, eles ndo sdo capazes de iniciar uma
resposta imune (Th1/Th2) (STEINMAN, 1991; BANCHEREAU ef al., 2000 e
LANZAVECCHIA & SALLUSTO, 2001).

Entre as APCs, os macréfagos sdo mais eficientes na destruicdo de
microrganismos devido a exarcebacgéo de fungées como fagocitose e secre¢éo de
substancias microbicidas, como a liberagdo de radicais derivados do oxigénio
(superdxido, radical hidroxila e o peréxido de hidrogénio). No entanto, as células
dendriticas sao mais eficientes na apresentacao de antigeno, devido sua capacidade
de migragao.

As células dendriticas foram descritas em 1973 por Steinman e Cohn e desde
entao, tem interessado os pesquisadores de todo o mundo por serem capazes de
determinar a especificidade e natureza da resposta imune (Th1/Th2). As células
dendriticas sé@o apresentadoras de antigenos capazes de fazer a ligagdo entre a
resposta imune inata e adaptativa, sendo as uUnicas entre as APCs a migrarem para
os orgaos linféides secundarios, para apresentarem o antigeno aos linfécitos T
‘naive”, tornando-as células apresentadoras de antigenos “profissionais” (WICK,
2003). Além de serem eficientes na captura do antigeno, sdo capazes de processa-
los e apresentar seus peptideos via MHC-II aos linfocitos T “naive” (UNANUE &
ALLEN, 1987).

Esta bem estabelecido que para se ter ativagcio de células T, &€ necessaria a
interacado TCR-MHC/peptideo, além do co-estimulo, fornecido por moléculas
CD80/CD86 (LENSCHOW, ef al, 1996). A indugcdo de moléculas co-estimulatérias
esta envolvida na maturagdo de células dendriticas e sédo controladas através do
reconhecimento de particulas microbianas por receptores padrao (PRRs) do sistema
imune inato.

As células dendriticas estéo localizadas nos sitios de exposigao de antigenos,
como a mucosa e tecidos periféricos. Os precursores destas células originam-se na
medula 6ssea e constantemente migram para diversos tecidos, tais como pele (onde
sao denominadas de células de Langerhans), sistema gastrointestinal, respiratorio,
sangue e linfa. Nos tecidos periféricos, essas células sao ineficientes na
apresentacao do antigeno e na ativagao de células T, pois possuem fenotipo imaturo
(GUERMONPREZ et al., 2002). Células dendriticas imaturas apresentam baixa

expressao de moléculas co-estimulatorias e moléculas MHC de classe | e Il, mas
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possuem grande capacidade fagocitica (BANCHEREAU & STEINMAN, 1998 e
GUERMONPREZ, et al., 2002).

Estudos realizados por Shortman e Caux em 1997, sugerem que existem
diferentes populagdes de células dendriticas, e que em camundongos essas
populagdes diferem no fenoétipo, localizagdo e fungdo. Em 2001, Shortman e Wu
distinguiram as populagbes de células dendriticas em linféides e mieldides. Ambas
expressam CD11c, MHC |l e moléculas co-estimulatérias, no entanto, se distinguem
pela presenga de moléculas CD8a, que estdo presentes nas células dendriticas
linféides (CD11c"CD8a'DEC205°CD11b’), e ausentes nas células dendriticas
mieléides (CD11¢c'CD8a’DEC205CD11b") (SHORTMAN & CAUX, 1997,
BANCHEREAU et al., 2000). Atualmente, Wakkach et al., (2003), descreveram uma
subpopulacdo de células dendriticas, as quais possuem morfologia de células
plasmociticas e sdo caracterizadas fenotipicamente pela expressdao das moléculas
CD11¢¥, CD45Rb"™", CD80, CD86, MHC-II, DEC205, CD11b, B220 e Gr1". Células
dendriticas plasmociticas estdo envolvidas na protegcédo contra o virus influensa A,
através da producéo de IFN-y. Além disso, estas células sdo capazes de migrar até
os linfonodos mediastinais apos infecgdo com o virus (SMIT, et al., 2006).

Para que as células dendriticas se tornem eficientes APCs e sejam capazes
de interagir as respostas imune inata e adaptativa, elas precisam responder a dois
sinais: reconhecimento direto dos patégenos efou seus produtos e indiretamente
através de citocinas inflamatérias (GALLUCI & MATZINGER, 2001).

A fagocitose € um passo importante na defesa contra microrganismos, devido
a degradacao e subseqiiente apresentacdo de antigenos peptidicos, derivados
destes patdégenos microbianos. O reconhecimento do microrganismo ocorre através
de receptores presentes na superficie das células, como os PRRs, e outros que
reconhecem opsoninas que estdo nos patégenos. Entre estes receptores, estao: Fey
e receptores de complemento, que exibem diferentes mecanismos de fagocitose e
subseqiiente resposta imune celular que refletem diferentes vias de sinalizagéo
(CARON & HALL, 1998; ADEREM & UNDERHILL, 1999).

Os receptores de superficie relatados como responsaveis pela ativagao e
maturagdo das células dendriticas sdo: receptores “Toll-like” (TLR), receptores de
citocinas, receptores de TNF (TNF-R) e receptores para a por¢cdo Fc. Atualmente,

sabe-se que as células dendriticas de camundongos expressam receptores para a

16



por¢do Fc das imunoglobulinas (FcR): FcyRI (CD64), FeyRIll e FcyRIl (CD32)
(FANGER et al., 1996 e ESPOSITO-FARESE et al., 1995). Em humanos, células
dendriticas derivadas de mondcitos expressam principaimente FcRyll (CD32) e
FcaR (CD89) (GEISSMANN, et al., 2001). Além de expressarem FcRyll, expressam
receptores para manose, que sao mediadores na captura de complexos antigeno-
anticorpo e antigenos com grande quantidade de manose ou fucose,
respectivamente (MANCA et al 1991).

Células dendriticas podem apresentar antigenos que possuem manose em
sua constituicao demonstrando uma eficiéncia de 100 a 1000 vezes maior em
relagdo aos antigenos que ndo apresentam este carboidrato (ENGERING et al,
1997). Além disso, tem-se identificado B-glucana, um dos principais componentes de
carboidratos de parede fangica (BROWN & GORDON, 2003), como sendo
reconhecido por dectina-1 (PRRs), presente em macréfagos, neutrofilos e células
dendriticas (BROWN & GORDON, 2001; BROWN, et al., 2002; TAYLOR, et al.,
2002).

A dectina-1 € um receptor transmembranico da familia de lectina tipo C que
se liga ao componente B-glucana (ARIIZUMI, et al., 2000; GANTNER, et al., 2003) o
qual, possui sequéncias ITAM (imunoreceptor de tirosina) em sua constitui¢cao.
Alguns pesquisadores mostraram que estas seqiiéncias sdo necessarias para
produgdo de citocinas pré-inflamatérias, em colaboragdo com TLRs, e para a
inducdo do “burst respiratério” em resposta a ligagdo com B-glucana, incluindo
fungos patogénicos (GANTNER, et al., 2003; BROWN et al., 2003).

Apos o reconhecimento de particulas, o receptor dectina-1 € capaz de mediar
a fagocitose, induzir o “burst respiratorio” via Syk quinase e estimular a produgao de
TNF-a, principalmente, em colaboragao com TLR-2 (BROWN, et al, 2003,
GANTNER, et al., 2003 e ROGERS, et al., 2005).

Gersuk e colaboradores (2006) mostraram que B-glucana exposta na parede
de Aspergillus fumigatus se liga a dectina-1. Além disso, Brown e Gordon, em 2001,
mostraram que dectina-1, colabora com a resposta inflamatéria através da relagao
com TLR2, incluindo a secreg¢ao de citocinas e produgéo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) (BROWN, et al., 2003; GANTNER, et al., 2003).

A familia de TLRs, encontra-se presente tanto nas células dendriticas

imaturas como em macréfagos e células endoteliais. A estimulagdo desses
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receptores ativa componentes citoplasmaticos da via de sinalizacdo do Fator Nuclear
kB (NF-kB), o qual, por sua vez, modula a maturagéo das células dendriticas por um
mecanismo ainda nao conhecido (KAISHO & AKIRA, 2001). O reconhecimento de
peptideos via TLRs expressos nas células apresentadora de antigenos dos
hospedeiros, leva ao aumento da expressdo de moléculas co-estimulatérias,
instruindo assim, o desenvolvimento antigeno-especifico. No entanto, células
dendriticas, dependendo de sua localizacédo, expressam diferentes TLRs.

Os autores mostraram que células dendriticas mielbides e linféides do figado
expressam baixos niveis de TLR 4, entretanto, células dendriticas plasmociticas
hepaticas, expressam altos niveis de TLR 9 (CREUS, et al., 2005).

TLRs reconhecem estruturas conservadas chamadas de padrao de moléculas
associada aos patégenos (PAMPs), por exemplo: lipoproteina bacteriana, acido
lipotéico e zimosan, que sao reconhecidos por TLR 2; RNA dupla fita por TLR 3; LPS
por TLR 4; flagelinas por TLR 5; RNA fita simples por TLR 7 e TLR 8, e seqliéncias
de CpG de DNA bacteriano por TLR 9 (UNDERHILL & OZINSKY, 2002; e AKIRA &
HEMMI, 2003).

A ativacao de células dendriticas na imunidade inata por uma variedade de
produtos microbianos, de maneira dependente de TLRs, leva a maturacao destas
células e produgdo de citocinas e quimiocinas (MEDZHITOV, 2001), as quais,
influenciam na resposta imune adaptativa. Algumas citocinas induzidas por TLRs
podem levar a ativagdo de células T regulatorias, ou podem levar a ativagéo de
células T fendtipo Th1, a qual € uma resposta apropriada na eliminagado de muitos
patégenos.

Dependendo do TLR ativado, as células apresentadoras de antigenos
induzem diferentes respostas imunolégicas. TLR 4 promove a produgdo da
quimiocina IP10 (proteina induzida de IFN-y), a qual também é associada com a
resposta do tipo Th1. Ao contrario, TLR 2 esta relacionado com a indugédo de uma
resposta do tipo Th2. A diferenga de indugao de IL-12 por TLR 2 e TLR 4 tem sido
mostrada em macréfagos murinos (HIRSCHFELD, et al., 2001).

TLR 2 reconhece componentes derivados de fungos patogénicos (GANTNER,
et al., 2003), o qual, colabora com distintos tipos de receptores, como dectina-1. Este
receptor, o qual & expresso na superficie da célula, é recrutado para o
compartimento fagosomal de ma(_:réfagos expostos ao zimosan (UNDERHILL, et al.,

1999), sugerindo que os compartimentos fagosomall/lisossomal ou
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endosomal/lisossomal devem ser os principais sitios para reconhecimento de
componentes microbianos por TLRs.

Auséncia de sinaliza¢ao intracelular via TLR-PAMPs, como em camundongos
deficientes de MyD88, um adaptador comum na sinalizagdo de TLR e IRAK-4
(kinase-4 associada a receptor de IL-1) resultam no aumento de suscetibilidade para
uma variedade de microrganismos, incluindo: bactérias, como Staphylococcus
aureus (TAKEUCHI, et al., 2000; SUZUKI, et al., 2002), Listeria monocytogenes
(SEKI et al., 2002) e Mycobacterium avium (FENG, et al., 2003) fungos patogénicos
como Candida albicans (BELLOCCHIO, et al., 2004); e parasitas, como Toxoplasma
gondii (SCANGA, et al., 2002), Leishmania major (DE VEER, et al., 2003) e o
parasita intestinal Trichiuris muris (HELMBY & GRENCIS, 2003). Similarmente,
pacientes com deficiéncia de IRAK-4 tém recorrentes infecgdes bacterianas,
especialmente, aquelas causadas por bactérias piogénicas (PICARD, et al., 2003 e
MEDVEDEV, et al., 2003).

Uma vez que as células dendriticas tenham entrado em contato através de
receptores presentes na superficie destas células (BELL et al, 1999), com
moléculas relacionadas aos patégenos, tais como, componente da parede
bacteriana (LPS), DNA bacteriano, RNA-dupla fita, sinais pr6 e antiinflamatérios
(TNF, IL-6, IL-1, IL-10, TGF-B e prostaglandinas), sinais derivados de células T (via
CD40L) (BANCHEREAU et al.,, 2000), e sequéncias de CpG nao metilados
(MEDZHITOV & JANEWAY, 2000), estas células entram no processo de maturagao,
que ocorre durante a migragdo para os orgaos linféides secundarios, tornando-as
ativadoras efetivas de células T “naive” (PALUCKA & BANCHEREAU, 2002).

Durante a maturagdo, as células dendriticas perdem sua capacidade de
capturar e processar o antigeno, aumentando a expressdao de moléculas de MHC
classe I, co-estimulatorias (CD40, CD80 e CD86) e de adesao (CD54) e aumentam
sua produgdo de IL-12 (SALLUSTO & LANZAVECCHIA, 1994, BANCHEREAU &
STEINMAN, 1998 e GUERMONPREZ, et al., 2002). Além disso, no processo de
maturacdo e migragdo, estas células aumentam a expressdo do receptor de
quimiocina CCR7, ligante de CCL19 (SALLUSTO, et al., 1998 e SOZZANI, et al.,
1998). O aumento da expressao das moléculas co-estimulatérias B7.1 e B7.2 que se
ligam ao CD28 tornam as células dendriticas eficientes ativadoras de células T
(GUERMONPREZ, et al., 2002).
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Células dendriticas maduras séo capazes de produzir IL-12, que direciona a
polarizagao de clones de células Th a secretarem citocinas do padrao Th1, as quais
estao envolvidas na resposta imune protetora contra diversas infecgbes bacterianas,
fungicas e parasitarias (MACATONIA et al, 1995; TRINCHIERI, 1998;
BANCHEREAU & STEINMAN 1998).

Alguns trabalhos sugerem que a polarizagdo de uma resposta para Th1 por
células dendriticas CD8a+ esta diretamente relacionada com a habilidade destas
celulas em produzirem maiores quantidades de IL-12. Ja células dendriticas CD8a’
estimulariam preferencialmente um padrao de resposta Th2. Apesar desta diferenga,
ambas as populagbes de células dendriticas séo eficientes em estimular células T
CD4" “naive” antigeno-especificas in vivo (MALDONADO-LOPEZ et al., 2001). De
forma contraria, um estudo em humanos demonstrou que ambas as popula¢des de
células dendriticas, mieldides e linfoides, induzem tanto a polarizagao de células Th1
como Th2, dependendo de seu estagio de maturagdo (LANGENKAMP et al., 2000).
Além de IL-12, as células dendriticas também podem produzir IL-18, IFN-y e IL-10,
sendo que esta ultima inibe o processo de maturagdo das mesmas, irpedindo a
ativacao de células T nos o6rgaos linféides secundarios (DE SMEDT et al.,, 1997;
LANZAVECCHIA & SALLUSTO, 2000; BANCHEREAU et al., 2000). Ja, no pulméao
as ceélulas dendriticas CD8a negativas estimulam melhor a proliferacdo alogénica de
células T quando comparadas com as células dendriticas CD8o.".

Células dendriticas pulmonares, presentes no epitélio respiratério, septos
alveolares e tecidos conectivos ao redor dos vasos pulmonares (HOLT, et al., 1994),
ao contrario das células dendriticas encontradas em outros tecidos, possuem
caracteristicas peculiares. Estas células sdo eficientes na captura do antigeno, mas
nao na apresentagcdo destes aos linfécitos T (STUMBLES, et al, 1998;
LAMBRECHT, et al., 2000 e VERMAELEN et al., 2001). Esses relatos podem ser
explicados através da expressdo de CCR7, pois a migracdo de células dendriticas
para os linfonodos é regulada por este receptor de quimiocina.

Estudos em camundongos deficientes para este receptor demonstraram a
importancia crucial da interagdo CCR7/CCL19, para a geragao de uma resposta
imune primaria (FOSTER, et al., 1999). Nestes camundongos deficientes, as células
dendriticas ndo migraram eficientemente para os 6rgéos linféides secundarios
(DELGADQO, et al., 2001 e MACKAY, 2000). Sugere-se que um padrao anormal de

20



maturacdo de células dendriticas pode promover processo inflamatério crénico
(SALLUSTO & LANZAVECCHIA, 1999). Entdo, células dendriticas maduras que
falham na migracdo para os linfonodos devem permanecer no tecido e contribuir
para a inflamacao local por produzir mediadores inflamatérios e ativagdo de células
no local.

Varios pesquisadores tém estudado as células dendriticas no trato respiratério
(HOLT & SCHON-HEGRAD, 1987; POLLARD & LIPSCOMB, 1990 e HOLT, 2000).
Existem evidéncias que células dendriticas pulmonares produzem grandes
quantidades de IL-10, mediando a uma ineficiente resposta imune a antigenos
respiratérios (HOLT, et al.,, 1999 e AKBARI, et al., 2001). Esta producdo local de
citocina imunoreguladora deve afetar a capacidade destas células em instruir
efetivamente células T em resposta a patégenos invasores, e com isso, as células
dendriticas pulmonares sdo importantes ndo s6 na iniciagdo da resposta imune
primaria pulmonar, mas também estdo envolvidas na indugdo de tolerancia, pois,
sabe-se que em circunstancias normais, o estado de tolerancia para antigenos
inalados € ativado através de diferentes mecanismos (HOLT, et al., 1993), incluindo
a produgéo local de IL-10 por células dendriticas.

Akbari et al., em 2001 demonstraram que células dendriticas pulmonares de
camundongos, quando expostos a alérgenos respiratorios, p_roduzem grande
quantidade de IL-10 e que estas células, fenotipicamente maduras (B7")
estimularam o desenvolvimento de células T CD4" regulatérias do tipo 1,
demonstrando que a producéao de IL-10 por células dendriticas pulmonares € critica
para a indugao de tolerancia ap6s exposi¢gdo de antigenos respiratérios. No entanto,
estas células respondem a patégenos bacterianos eficientemente.

Em trabalho realizado por Bozza et al., em 2002, observaram que células
dendriticas pulmonares ap6s interagirem com hifas de Aspergillus fumigatus
induziram a producdo de IL-10 e IL-4. No entanto, quando as células dendriticas
pulmonares foram cultivadas com conideos do mesmo fungo, ocorreu aumento da
producgdo de IL-12. A captura das diferentes formas do fungo foi mediada através de
diferentes receptores na superficie das células dendriticas pulmonares.

Gonzalez-Juarrero e Orme, em 2001, cultivaram células dendriticas
pulmonares com Mycobacterium tuberculosis e observaram aumento da expressao
de CD54 apos 24 horas de infec¢do. Ja, com 48 horas, foi possivel observar

aumento da expressédo de MHC-II e CD40, além do aumento da produg¢ao de IL-12 e
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estimulo da secre¢éo de IFN-y por células T CD4" na co-cultura. Estes resultados
demonstraram que células dendriticas pulmonares na preseng¢a de Mycobacterium
tuberculosis foram capazes de maturar e serem eficientes apresentadoras de
atigenos.

Infecgdo intranasal com influenza A em camundongos BALB/c induziu
aumento do numero de células dendriticas no pulméo e causou a maturagao dessas
células, evidenciada pelo aumento da expressdo das moléculas de MHC-II e co-
estimulatorias (CD80, CD86 e CD40) (DAHL, et al., 2004). Aléem disso, as celulas
dendriticas pulmonares apés capturarem o virus, aumentaram a produgéo de IL-12.

Ja, leveduras de Histoplasma capsulatum, entram nas células dendriticas
através de receptores CR3, diminuindo significativamente a produgido de IL-12
(MARTH & KELSALL, 1997), mostrando que diferentes vias de receptores em
células dendriticas regulam a produgdo de citocinas em resposta a diferentes
estimulos (GRABBE, et al., 2000 e REIS e SOUSA, 2001).

Recentemente mostrou-se (ALMEIDA & LOPES, 2001) que células
dendriticas derivadas da medula 6ssea de camundongos resistentes a PCM sé&o
altamente eficientes em induzir uma resposta do tipo Th1 com elevada produgao de
IFN-y, ao contrario, células dendriticas de camundongos susceptiveis estimulam com
baixa eficiéncia a produgéo de células do tipo Th1. _

Overtvelt et al., em 1999, observaram que células dendriticas humanas
infectadas com a forma tripomastigota de Trypanosoma cruzi tém o seu processo de
maturagao afetado, com diminuigdo da expressao das moléculas HLA-DR e CD40.
As secre¢des de citocinas como TNF-o e IL-6, apresentam-se diminuidas apds
infecgdo e interessantemente, a produgéo de IL-12 foi inibida por células dendriticas
ativadas com LPS, na presencga do parasito. A diminuigdo da produgéo basal de IL-
12 por células dendriticas humanas ja foi observada em outros patégenos como:
Leishmania donovani, Histoplasma capsulatum, Mycobacterium kansasii (AHUJA et
al., 1998) e viroses (FUNGIER-VIVIER et al., 1997 e GHANEKAR et al., 1996).

Recentemente mostramos (ALMEIDA & LOPES, 2001; FERREIRA et al.,
2003) que células dendriticas de camundongos resistentes a PCM, quando
comparados com camundongos suscetiveis, sdo mais eficientes em induzir uma
resposta do tipo Th1 tanto in vitro como in vivo. Além disso, Ferreira e colaboradores

(2006) mostraram que células dendriticas imaturas ou ativadas com
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lipopolissacarideo (LPS), na presenca de gp3 de P. brasiliensis, inibem a expressao
de moléculas co-estimulatérias, bem como a produc¢éo de [L-12.

Células dendriticas estdo envolvidas diretamente na relagédo entre patégeno e
o sistema imune do hospedeiro. O reconhecimento e ingestdo do patdégeno e/ou
seus constituintes sdo acompanhados pela ativacdo/matura¢do destas células, com
aumento das moléculas de MHC-Il, coestimulatérias (CD40, CD80 e CD86), de
adesao (CD54) e de migracao (CCRY7), levando na maioria das vezes, a uma
eficiente resposta imune do hospedeiro, com ativacdo de células T “naive”. No
entanto, alguns patdgenos tém a capacidade de afetar as fung¢des biolégicas das
células dendriticas através da inibicao de suas moléculas de superficie, bem como
da inibicdo da sintese de citocinas importantes na ativacédo de linfécitos do tipo Th1.

Como células dendriticas s&do as principais células iniciadoras de uma
resposta imune e sabendo que a infec¢ao pulmonar € o foco primario na PCM, resta-
nos saber se ha diferenga, entre as linhagens de camundongos resistentes e
suscetiveis, em relagdo a ativagdo, maturagdo e migragao para 6rgaos linféides de
células dendriticas pulmonares (CDp), assim como a sua capacidade de fagocitar
leveduras e produzir citocinas. Certamente, o entendimento dessas questdes sera
importante para melhor conhecimento da resposta imune inata e adaptativa na PCM

experimental.
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OBJETIVO

Os obijetivos deste trabalho foram:

e Estudar a interagao in vitro e in vivo, de células dendriticas pulmonares de
camundongos resistentes e susceptiveis a PCM com leveduras de P.
brasiliensis do ponto de vista de fagocitose, expressdao de moléculas co-
estimulatorias, citocinas liberadas e expressao dos receptores TLR-2, TLR-4 e

CCRY7, além da molécula adaptadora MyD88;

e Avaliar a capacidade, in vivo, de células dendriticas pulmonares de
camundongos suscetiveis e resistentes infectados, em migrar até os érgaos
linfoides secundarios (linfonodos toraxicos), bem como a capacidade de

apresentacao de antigeno.
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MATERIAL E METODOS

1. Animais

Foram utilizados camundongos isogénicos machos das linhagens A/J e
B10.A, respectivamente, resistentes e susceptiveis a infec¢éo intratraqueal por P.
brasiliensis. Utilizamos também camundongos deficientes na expresséo de TLR 4
(C57BI/Sccr Hed) e seu controle (C57Bl/Sccr HePas), e camundongos deficientes
em TLR 2 (C57BI/6 —TLR2KO) e seu controle (C57BI/6), todos fémeas, com 8 a 12
semanas de idade. Os animais foram obtidos no Biotério de Camundongos
Isogénicos do Departamento de Imunologia do ICB-USP e criados em condigdes

SPF (“specific patogens free”).

2. Fungo
Foi utilizada a cepa virulenta Pb 18 (KASHINO et al., 1987) do P. brasiliensis
para infec¢gbes intratraqueais. A cepa foi mantida em meio semi-sélido Sabouraud-

dextrose-agar (MERCK - Alemanha), em estufa a 36°C, com repiques semanais.

3. Antigeno

O fungo Pb18 foi dissolvido em 10 mL de PBS e agitado em vortex.
Posteriormente, centrifugamos a solugdo de Pb18 por 5 minutos a 2000 rpm, e
entao, recolhemos o sobrenadante para obtencado do antigeno CFA (antigeno livre

da parede de P. brasiliensis).

4. Dosagem de proteinas

As determinagdes protéicas foram realizadas segundo método proposto por
Bradford (1976), que utiliza “Coomassie Brilliant Blue” (CBB) G-250 (Sigma — St.
Louis — Estados Unidos) como reativo e albumina bovina (BSA) 1,0 mg/mL como

padrao.

Ensaios in vitro:

5. Purificagao de células dendriticas pulmonares
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Células dendriticas foram purificadas do pulméao de camundongos A/J, B10.A,
C57BI/Scer Hed, C57Bl/Scer HePas, C57BI1/6 e C57BI/6- TLR2KO, conforme descrito
por Gonzales-Juarrero e Orme (2001). Apés perfusdo do pulmao com 5mL de PBS
contendo 100U/mL de heparina (ROCHE —Basiléia — Suiga), o pulmao foi macerado
e incubado por 90 minutos a 37°C na presenga de tampao de digestdo, contendo
0.7ug/mL de colagenase IV (SIGMA — ALDRICH — St. Louis). As particulas maiores
foram removidas passando a suspensdo de células através de uma membrana de
nylon. Posteriormente, os macréfagos foram removidos por aderéncia plastica, e
entdo as células dendriticas foram incubadas com 100uL de anticorpo monoclonal
anti-CD11¢ (MicroBeads - MACs) para separagdo magnética, através de selegéo
positiva (Fé d” OSTIANI et al., 2000). Para confirmarmos a purificagdo das células
dendriticas pulmonares, estas foram marcadas com anti-MHC-Il e anti -CD11c,

marcadores especificos destas células.

6. Caracterizagdo fenotipica de células dendriticas através de citometria de
fluxo

Apé6s purificacdo de células dendriticas do pulmdo de camundongos
resistentes e suscetiveis a PCM, como descrito anteriormente, o fenétipo destas
celulas foi analisado a partir dos seguintes marcadores: MHC-classe I, CD80, CD86,
CD54 e seu marcador especifico, CD11c, utilizando-se para isso, os anticorpos: anti-
I-A* (11-5.2) (0,2ug/mL) , anti-CD54 (3E2) (0,2ug/mL), anti-CD80 (16-10A1)
(0,2ug/mL), anti-CD11c¢c (HL3) (0,5ug/mL), marcados com PE (ficoeritrina) e anti-
CD86 (GL1) (0,5ug/mL), marcado com FITC (isotiocianato de fluorescéncia), todos
da B&D (USA). Foram utilizados isotipos controles para cada anticorpo utilizado.

Para marcacdo dos anticorpos, células dendriticas pulmonares foram
contadas em camara de Neubauer e aliquotadas (1x10° células) em PBS com 0,5%
de SFB (soro fetal bovino) (Cultilab — Campinas, Brasil). Posteriormente, em cada
aliquota acrescentamos os anticorpos de marcagéao (a-MHC-II, a-CD80, a-CD86, a-
CD54 e a-CD11c) e incubamos no gelo por 30 minutos. Apés incubagéo,
acrescentamos solugdo fixadora (2% de glicose, 1% de formaldeido, diluidos em
PBS), deixando-a até analise. Posteriormente, lavamos as células marcadas com
PBS para entao, analisarmos a média de intensidade de fluorescéncia (MIF) em

citometria de fluxo.
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A andlise por citometria de fluxo foi realizada utilizando-se o aparelho
FacScalibur (Becton & Dickinson, CA) do Departamento de Microbiologia,
Imunologia e Parasitologia da Escola Paulista de Medicina. Foram analisados
10.000 eventos. Apés a aquisicdo de dados, estes foram analisados utilizando o

programa Cell Quest.

7. Preparacgao do in6culo

Células leveduriformes de P. brasiliensis crescidas em agar Sabouraud foram
coletadas e lavadas trés vezes com PBS seguidas de forte agitacdo em vortex. As
células grandes foram sedimentadas espontaneamente e o sobrenadante contendo
celulas pequenas foi recolhido. O numero de leveduras viaveis foi ajustado em

camara de Neubauer.

8. Ensaio de fagocitose

Nos testes de fagocitose e inibicdo da fagocitose, células dendriticas
pulmonares de camundongos A/J, B10.A, C57BI/6 Sccr HeJ, C57BI/6 Sccr HePas,
C57BI/6 e C57BI/6-TLR2KO foram cultivadas sobre laminulas em placa de 24 pocos
e incubadas com as células leveduriformes pequenas durante 4 horas na
temperatura de 37°C. O namero de células foi ajustado em Camara de Neubauer, na
propor¢ao de 3 leveduras para cada célula dendritica.

Para o teste de inibicdo de fagocitose, células dendriticas pulmonares de
camundongos A/J e B10.A foram cultivadas na preseng¢a de manana (50 e 100ug/mL
— Sigma-Aldrich, St. Louis — EUA) ou laminarina (200pg/mL — Sigma-Aldrich - EUA),
bloqueadores de receptores de manose e dectina-1, respectivamente. Os reagentes
foram adicionados na cultura 30 minutos antes da exposicdo das células as
leveduras. Em ambos os ensaios, as laminulas foram lavadas com PBS para
remover as células de P. brasiliensis nao fagocitadas e entdo coradas com Giemsa e
analisadas em microscopio optico (200x). O indice de fagocitose (IF) foi calculado,
multiplicando-se a porcentagem das células dendriticas que fagocitaram pelo

numero médio de leveduras por estas células (ODA, et al., 1983).
9. Coloragao por Giemsa

A técnica de coloragao por Giemsa (Newprov — Parana — Brasil) tem em sua

composigéo corantes acido e basico, de modo que todas as estruturas celulares
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possam ser coradas, conforme sua afinidade. Apés a coloragao, as laminulas foram
fixadas em Entellan® (MERCK - Darmstadt — Alemanha) e posteriormente,

analisadas em microscépio 6ptico (200x).

10. Ensaio de dosagem de citocinas
As citocinas 1L-10, IL-12, IL-6 e TNF-a foram dosadas a partir dos
sobrenadantes de culturas de células dendriticas pulmonares, obtidas de
camundongos A/J, B10.A, C57BI/6 Sccr Hed, C57BI/6 Sccr HePas, C57Bl/6 e
C57BI/6 — TLR2KO. As células foram cultivadas em placas de 24 orificios na
presencga ou nao de leveduras de P. brasiliensis e apos 24 horas, os sobrenadantes
foram recolhidos e estocados a —70°C até o uso. A técnica utilizada nos ensaios foi
ELISA de captura, utilizando-se anticorpos monoclonais de captura e detecc¢ao
contra as citocinas, nas concentragdes recomendadas pelo fabricante (B & D
Systems). As condi¢cdes adotadas no ensaio foram as seguintes:
e Sensibilizagdo de placas de microtitulagdo de 96 pogos com
anticorpo primario diluido em PBS, de um dia para o outro a 4°C;
e Bloqueio de sitios livres do plastico com PBS contendo 1% de BSA,
por 1 hora a temperatura ambiente;
e |ncubagdo dos sobrenadantes de cultura e da curva padrdao de
citocinas recombinantes diluidas em PBS contendo 1% de BSA, por 2 horas a
temperatura ambiente. Lavagem dos pogos com PBS — Tween 20 a 0,05%;
¢ Adicdo dos anticorpos secundarios conjugados a biotina , diluidos
em PBS e incubados por 2 horas a temperatura ambiente. Lavagem dos
pOCOos;
e Incubagdo com conjugado estreptoavidina-peroxidase por 30
minutos a temperatura ambiente. Lavagem dos pog¢os;
e Revelacdo com o-fenilenodiamina 1mg/mL diluida em tampéo
fosfato 0,4M citrato de sédio pH 5,3, por 15-30 minutos;
e Bloqueio da reagdo com H,SO,4 4N e leitura das densidades 6pticas
(DO) em leitor automatico, com comprimento de onda de 492nm.
e As concentragdes de cada citocina nos sobrenadantes foram
calculadas com base na equacéo da reta de regresséao linear da curva padrao

obtida com citocinas recombinantes murinas.
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Ensaios in vivo:
11. Infecgéo intratraqueal

Os camundongos A/J e B10.A foram infectados por inje¢éo intratraqueal (i.t.)
com suspensao contendo 1x1 0° células/mL de leveduras viaveis de P. brasiliensis

contidas em 50 ul de PBS. O inéculo foi preparado como descrito no item 7.

12. Microscopia eletronica

Células dendriticas pulmonares purificadas de camundongos A/J e B10.A
apos 6 horas de infecgdo com Pb18 foram fixadas de um dia para outro em 2,5% de
glutaraldeido em 0,1M tampao de sodio (pH 7,2) a 4°C. Em seguida a suspensio foi
lavada por 3 vezes em PBS e fixada em 2% de osmium por 2 horas. As amostras
foram entdo desidratadas em etanol (25-100%) e cobertas com ouro (12nm). As
células puderam entédo ser visualizadas no microscopio eletrdbnico GOL X-100 em

aumento de 6000X (Instituto de Ciéncias Biomédicas — ICB ).

13. Expressido de moiéculas de superficie de células dendriticas pulmonares
apos interagao in vivo com P. brasiliensis

Células dendriticas foram obtidas do pulmao de camundongos resistentes e
susceptiveis apos 1, 2, 4 e 15 dias de serem infectados pelo fungo. A expressao das
moléculas de superficie de células dendriticas pulmonares (MHC-classe II, CD54,

CD80 e CD86) foi analisada através de citometria de fluxo, como descrito no item 6.

14. Ensaio de migragao de células dendriticas apés fagocitose de leveduras de
P. brasiliensis

Leveduras de P. brasiliensis (1x10° leveduras/mL) foram suspensas em
tampéao carbonato 0,1M (pH 9,3) e adicionadas a 200uL de FITC diluido em DMSO
(Dimetilsulféxido — Grupo Quimica — Rio de Janeiro - Brasil) (WATANABE et al.,
1991). Apés duas horas de incubacgéo a temperatura ambiente e protegida da luz, a
suspensao foi diluida e lavada 2 vezes removendo-se FITC livre. As Jeveduras de P.
brasiliensis foram entao diluidas em PBS, e inoculadas por via intratraqueal nos

camundongos suscetiveis e resistentes. Apés 3, 5, 7 e 15 dias, os animais (A/J e
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B10.A) foram sacrificados e as células pulmonares assim como os linfonodos
toraxicos (paratraqueal e paratimico) e o bago foram retirados e macerados.
Posteriormente, as células foram marcadas com anti-CD11c-PE, analisadas por
citometria de fluxo e as células CD11¢*FITC" (P. brasiliensis fagocitados por células

dendriticas) quantificadas.

15. Ativagao de linfocitos T por células dendriticas pulmonares apés infecgéao

puimonar por P. brasiliensis

15.1 Imunizacido de camundongos para ensaio de linfoproliferacao

Camundongos A/J e B10.A foram imunizados subcutdneamente no coxim
plantar com 50ug do antigeno de P. brasiliensis, denominado de CFA (suspensao de
antigenos livres da parede do P. brasiliensis), obtidos no sobrenadante de fungo
agitado em vortex. Posteriormente, o antigeno foi adicionado ao adjuvante de
Freund completo (Sigma — St. Louis, EUA), na propor¢cdo de 1:1, e os animais
imunizados. Apos 1 semana, os camundongos foram sacrificados e os linfonodos
inguinais e popliteos retirados. As células foram entdo, utilizadas no ensaio de

linfoproliferagao.

15.2 Ensaio de proliferacéo celular

Linfonodos de camundongos imunizados, como descrito anteriormente, foram
macerados e as células T CD4" foram purificadas. A purificacéo foi feita através de
selecdo positiva em coluna magnética utilizando anti-CD4 marcado com
“Microbeads” (MACS - Germany) e entdo, as células foram ajustadas para
concentragao de 2x10° células/mL e plaqueadas a 100uL por poco em placa de 96
orificios. Em seguida foram acrescentados a cultura o CFA, nas concentragdes de 2,
5 e 10ug/mL e 6,6x10° células dendriticas pulmonares purificadas de camundongos
A/J e B10.A infectados ou ndo (controle). As células foram incubadas por 72 horas
em estufa de CO,, a 37°C e nas ultimas 16 horas foi acrescentado 1uCi de timidina
triciada (Amersham Biosciences — Reino Unido) a cultura. Como controle positivo foi
utilizado o mitégeno concanavalina A (1 pg/mL) (Sigma — St. Louis — Estados
Unidos). Ap6s a incubagéao, as celulas foram coletadas em coletor automatico de
células (cell harvester), e a radioatividade incorporada foi medida em contador de

particulas beta.
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16. Quantificacado de citocinas

Apods 1, 2, 4 e 15 dias de infeccéo intratraqueal, com leveduras do fungo em
animais resistentes e suscetiveis, as células dendriticas pulmonares foram
purificadas, como descrito no item 5 e cultivadas in vitro por 24 horas.
Posteriormente, os sobrenadantes de cultura foram recolhidos e as citocinas IL-10,
IL-12, IL-6 e TNF-a foram quantificadas por ELISA de captura (item 10).

17. Analise da expressao de RNAm de TLR 2, TLR 4, CCR7 e MyD88 de células

dendriticas apos infecgdo experimental pelo P. brasiliensis

17.1 Extracdo de RNA total

As amostras de células dendriticas pulmonares de A/J e B10.A foram

submetidas a extragdo de RNA pelo reagente Trizol (Invitrogen — Aukland, New
Zealand) apés 24 horas de infeccdo com 1x10° leveduras de P. brasiliensis. Este
reagente € uma solu¢do monofasica de fenol e isoticionato de guanidina, o qual
extrai RNA livre de DNA.

As células (livre de sobrenadantes) foram ressuspensas em 1 mL de Trizol
para cada 10’ de células e submetida a forte agitacao. Posteriormente, o material foi
incubado por 5 minutos a temperatura ambiente. Ap6s este periodo, foi adicionado
200uL de cloroférmio, e entdo, agitamos vigorosamente com as maos por 15
segundos e incubamos por 3 minutos a temperatura ambiente. Centrifugamos o
material (4°C — 10.630rpm — 15 minutos) para que ocorresse a separagao de fases:
Phenol-cloroformio, interfase (DNA) e fase aquosa (RNA). A fase aquosa foi
transferida para outro tubo e adicionamos 500uL de alcool isopropilico para
precipitarmos o RNA. Apés forte agitacdo no vortex, o material foi incubado por 10
minutos a temperatura ambiente. Centrifugamos novamente (4°C — 10.630rpm — 10
minutos), desprezando o sobrenadante, ficando somente com o RNA precipitado.

Posteriormente, o RNA foi lavado com 1mL de Etanol 75% e centrifugado
(4°C — 5.000rpm — 5 minutos). Secamos o pellet em estufa seca por 10-15 minutos e
ressuspendemos em 20uL de agua livre de RNAse (DEPC). As preparag¢des de RNA

total foram estocadas a temperatura de -70°C até o uso.

17.2 Quantificacdo do RNA total
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Uma aliquota de cada preparacdo de RNA extraido foi quantificada pelo
método espectrofotométrico a 260nm e a pureza foi avaliada em um comprimento de
onda de 280/260nm (Beckman DU 640 spectrophometer, Roche, EUA). As
preparacgées foram diluidas para 10ng/mL, ocorrendo assim, a diminui¢do do desvio

de transcrigéo devido a diferentes quantidades de RNA total extraido.

17.3 Pureza do RNA total
Eletroforese em gel de agarose a 0,8% foi realizada para observamos a

qualidade de extragdo do RNA. Utilizamos TBE 0,5x (Trisa-base 0,1M, acido bérico

0,09M e EDTA 1mM) como tampao de corrida. Além disso, como controle,
realizamos reag¢do de PCR com Tag DNA polimerase para observar contaminagéo

com DNA.

17.4 Sintese da primeira fita de cDNA

Ap6s a quantificagdo do RNA, foi sintetizada a primeira fita de cDNA

utilizando SuperScript e Random hexdmeros do kit SuperScripttm  First-Strand
Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen, CA, EUA). Cada reagdo de 4uL de
volume final continha 100ng de hexameros, 10nM de dNTP mix e 170ng de RNA
que foi incubado a 65°C durante 5 minutos e logo ap6s, resfriados por, pelo menos,
1 minuto no gelo. Um segundo “mix” contendo 1x RT Buffer, 256mM MgCI2, 0,1M
DTT, 24U de “RNAseOUT Recombinat Ribonuclease Inhibitor’ foi adicionado a
reacdo. A reacao foi incubada em 25°C por 2 minutos e logo apds, foi adicionado
30U de SuperScript e incubado sucessivamente em 25°C por 10 minutos, 42°C por
50 minutos e a 70°C por 15 minutos. No final da reagao foi adicionado 1,2U de
RNAse e incubado a 37°C por 20 minutos para remover as fitas de RNA que nao
foram convertidas a cDNA. As preparagbes de cDNA obtidas foram estocadas a -

20°C até o uso.

17.5 RT-PCR semiquantitativo
A primeira fita de cDNA sintetizada foi submetida a técnica de RT-PCR

semiquantitativo. O cDNA foi amplificado em uma reag¢éao de PCR, utilizando-se Taq
DNA polimerase, tampao de enzima, dNTPs e iniciadores especificos. As
seqiiéncias de cDNA utilizados foram, segundo WANG et al., 2000 obtidos no Gen
Bank, com ntiimero de acesso para TLR2: AF124741e para TLR4: AF095353. Os
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primers do RT-PCR para TLR 2: 5-ACAGCTTACTGTGACTCTCCGCC-3' e 5-
GGTCTTGGTGTTATTATCTTGCGC-3'. Os primers utizados para TLR4 foram: 5'-
GACCTCAGCTTCAATGGTGC-3" e 5-TATCAGAAATGCTACAGTGGATACC-3'. Os
primers utizados para CCR7 segundo UENO et al, 2004 foram: 5'-
TGTACGTCAGTATCACCAGC-3' E 5-TTTTCCAGGTGTGCTTCTGC-3'. Os primers
para HPGRT foram: 5-CACAGGACTAGAACACCTGC-3’ e 5-
GCTGGTGAAAAGGACCTCT-3'. Os primers para MyD88 foram: 5'-
CACCTGTGTCTGGTCCATT-3" E 5-CGCAGGATACTGGGAAAGT-3'. As condigbes
destas reag¢oes foram padronizadas em tubos de 200uL para um volume de 25pL,
contendo 1x Buffer solution, 2,0mM de MgCI2, 150uM de cada ANTP (dATP, dTTP,
dCTP e dGTP), 0,4uM de iniciador, 1,0 unidade de Tag DNA polimerase (Fermentas
Life Sciences, Lituania), 25ng de cDNA e agua para completar o volume final da
reagao. As amplifica¢cdes foram realizadas em termociclador (Mastercycler Gradient,
Eppendorf) programado para um ciclo de 94°C por 3 minutos, para uma completa
denaturagdo. Seguiram-se ciclos de 94°C por 30 segundos, entre 55 e 60°C
(dependendo da temperatura de associag¢do de cada iniciador) por 30 segundos e a
72°C por 1 minuto. O numero de ciclos foi padronizado a partir do nivel de
transcricdo de cada gene a fim de evitarmos trabalhar com concentragbes em platd,
e para uma extensdo completa dos produtos amplificados adicionou-se um passo
final de 7 minutos a 72°C. Os produtos de PCR foram analisados erh gel de agarose
a 1,4% utilizando TBE 0,5x (Trisma base 0,1M, acido boérico 0,09M e EDTA 1mM)
como tampdo de corrida. As amostras foram coradas em brometo de etidio
(10ug/mL) e visualizadas em luz UV. Como controle positivo, utilizamos a enzima
hipoxantina guanina fosforibosil transferase (HPGRT), presente em todas as células

eucariontes.

18. Analise estatistica
A analise estatistica aplicada aos resultados obtidos foi analisada pelo One-
Way ANOVA, e miiltiplas comparagdes pelo teste de Tukey (ZAR, 1984). O nivel de

significancia admitido foi de p<0,05, em todas as amostras analisadas.
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RESULTADOS

Caracterizagao fenotipica de células dendriticas por citometria de fluxo

Células dendriticas pulmonares purificadas foram analisadas em relagéao a
expressdo do seu marcador especifico, CD11c e a molécula de MHC-II, expressa
constitutivamente na superficie destas células. Através da técnica de citometria de
fluxo, o perfil da populacido purificada, caracteriza fenotipicamente células

CD11c""MHC-II, ou seja, células dendriticas, como mostra a figura 1B.
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Figura 1: Fenotipagem de células dendriticas pulmonares
Células dendriticas pulmonares foram selecionadas segundo tamanho e granulosidade (A) e
analisadas quanto a expressdo de CD11c marcada com PE e MHC-Il marcada com FITC (B),

através de citometria de fluxo (10.000 eventos).

Ensaio de fagocitose

Células dendriticas obtidas do pulmao de camundongos resistentes e
suscetiveis foram cultivadas com leveduras da cepa virulenta Pb18 de P. brasiliensis
para avaliarmos a capacidade destas células em fagocitar leveduras do fungo in
vitro. A figura 2A mostra que as leveduras foram fagocitadas por células dendriticas
pulmonares purificadas de ambas as linhagens de camundongos. Observamos
aumento significativo do indice de fagocitose (IF) de células dendriticas pulmonares
de animais B10.A, quando comparamos com o IF de células dendriticas pulmonares

purificadas de camundongos resistentes (figura 2B).
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Figura 2: Fagocitose de P. brasiliensis por células dendriticas pulmonares in vitro

Células dendriticas pulmonares de camundongos A/J e B10.A foram incubadas por 4 horas
com leveduras da cepa Pb18, na proporgdo de 3 leveduras para cada ceélula dendritica
pulmonar. Apos 4 horas de fagocitose observamos leveduras de P. brasiliensis no interior
destas células (200x) (Figura 2 A) (setas). A Figura 2 B mostra o IF de células dendriticas

pulmonares de camundongos A/J e B10.A. Coloragdo por Giemsa. *p<0,05 em relagdo ao IF
de células dendriticas pulmonares de A/J.
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Ensaio de fagocitose de leveduras de P. brasiliensis por células dendriticas
pulmonares obtidas de camundongos A/J e B10.A na presenca de manana ou
laminarina

Para estudarmos os receptores de células dendriticas pulmonares envolvidos
na internalizagao do fungo, estas células, de ambas as linhagens de camundongos,
foram incubadas com manana (50ug/mL ou 100pg/mL) ou laminarina (200ug/mL)
por 30 minutos. Apos este periodo, acrescentamos a cultura células fungicas de P.
brasiliensis e apos 4 horas, avaliamos o IF. Como mostra a figura 3 A, ocorreu
diminuigao significativa de maneira dose dependente do IF de leveduras por células
dendriticas pulmonares de A/J e B10.A, quando estas foram cultivadas na presenca
de manana, em relagéo ao controle (células dendriticas pulmonares na auséncia de
manana). Ja, quando incubamos as células previamente com laminarina,
observamos diminuigdo do IF somente na internalizagdo de leveduras por células
dendriticas pulmonares purificadas de animais suscetiveis, como mostra a figura 3
B.
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Figura 3: Inibigdo da fagocitose de leveduras de P. brasiliensis por células
dendriticas pulmonares, na presen¢a de manana ou laminarina

As Figuras representam o IF de leveduras de P. brasiliensis por células dendriticas
pulmonares de camundongos resistentes e suscetiveis, cultivadas com manana (A) ou
laminarina (B). *p<0,05 em relagdo ao IF de células na auséncia de manana ou

laminarina (controle).

Analise da expressdao de moléculas de superficie de células dendriticas
pulmonares por citometria de fluxo apos cultura in vitro com P. brasiliensis
Para analisarmos a expressdo das moléculas de superficie em células
dendriticas apés interagcdo com P. brasiliensis in vitro, essas células foram
purificadas do puimao de camundongos resistentes e suscetiveis e apés 24 horas de
cultura com leveduras da cepa Pb18, a expressdo de moléculas de MHC-II, CD80,
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CD86 e CD54 foram analisadas por citometria de fluxo, € a média de intensidade de
fluorescéncia (MIF) determinada.

A andlise dos resultados mostrou que n&o ocorreu diferenga significativa na
expressdo das moléculas analisadas em células dendriticas pulmonares de
camundongos A/J. No entanto, observamos aumento significativo da expresséo de
CD80 e CD54 nas células dendriticas purificadas do pulmao de camundongos

suscetiveis, como mostra a figura 4.
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Figura 4: Expressdo de moléculas de superficie em células dendriticas pulmonares

Através de citometria de fluxo, analisamos a express&o de MHC-Ii, CD80, CD86 e CD54
em células dendriticas pulmonares purificadas de camundongos A/J e B10.A cultivadas por
24 horas com o fungo P. brasiliensis (Pb18). *p<0,05 em relagdo as células dendriticas

purificadas, cultivadas na auséncia do fungo.

Secrecdo de citocinas por células dendriticas pulmonares apdés interacao in
vitro com leveduras de P. brasiliensis

Células dendriticas purificadas do pulmdo de camundongos A/J e B10.A
foram cultivadas in vitro por 24 horas com leveduras de P. brasiliensis para
analisarmos o padrao de citocinas produzidas por estas células apés fagocitose do
fungo. Os resultados mostraram aumento significativo da produgdo de TNF-a por
células dendriticas pulmonares obtidas de camundongos suscetiveis. Em relagdo a
produgado de IL-10, observamos aumento em ambas as linhagens de camundongos
apos interagdo com o fungo, mas sé foi significativo em animais B10.A. No entanto,

as citocinas IL-6 e IL-12 s6 foram detectadas em niveis basais (Figura 5).
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Figura 5: Dosagem de citocinas apds 24 horas de fagocitose
A partir dos sobrenadantes de cultura de células dendriticas pulmonares de A/J e B10.A cultivadas
com Pb18, as citocinas TNF-a, IL-6, IL-10 e IL-12 foram quantificadas através da técnica de ELISA de

captura. *p<0,05 em relagao as células dendriticas pulmonares na auséncia do fungo.

Microscopia eletronica de células dendriticas pulmonares purificadas apés
infec¢ao com P. brasiliensis

Para analisarmos a capacidade de células dendriticas pulmonares em
fagocitar leveduras do fungo in vivo, camundongos resistentes e suscetiveis foram
infectados intratraquealmente e ap6s 6 horas, as células dendriticas pulmonares
foram purificadas e analisadas através de microscopia eletrénica. Como mostram as
figuras 6 A e 6 B, células dendriticas pulmonares de B10.A e A/J, respectivamente,

internalizaram eficientemente leveduras de P. brasiliensis.
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Figuras 6 A e B: Fagocitose de P. brasiliensis in vivo

Células dendriticas purificadas do pulméao de camundongos B10.A (A) e A/J (B) apds 6
horas de infecgio intratraqueal com leveduras da cepa virulenta do fungo. As células
foram analisadas por microscopia eletrénica de transmissao em aumento de 6000X. As

setas indicam a levedura internalizada por células dendriticas pulmonares.

Expressao de RNAm de TLR 2, TLR 4 e MyD88 em células dendriticas
pulmonares |

Para analisarmos a expressao dos receptores de “toll like” 2 e 4 (TLR 2 e TLR
4) e da moléecula adaptadora MyD88, importantes na resposta imune inata, celulas
dendriticas foram purificadas do pulmao de camundongos resistentes e suscetiveis
previamente infectados (24 horas) com P. brasiliensis. Posteriormente, foi feita a
extracdo de RNA total, sintese de cDNA e RT-PCR semiquantitativo.

Os resultados mostraram que células dendriticas pulmonares de
camundongos B10.A aumentam a expressao de TLR 2 e MyD88 apos infecgdo com
o fungo. No entanto, s observamos expressdo de TLR 4 apds infecgado. Ja, células
dendriticas purificadas do pulmao de camundongos A/J, aumentaram a expressdo
de TLR 4 e MyD88 24 horas ap0ds infecgdo, mas ndo foi possivel detectarmos a

expressao de TLR 2 (Figura 7).
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Figura 7: Expressao de TLR 2, TLR 4 e MyD88

A partir da extragdo do RNA total de células dendriticas de camundongos A/J e B10.A, infectados (i)
ou nao (c), realizamos RT-PCR e analisamos a expressdo de TLR 2, TLR 4 e MyD88. Como controle,
utilizamos HPGRT, presente em todas as células eucariontes.

Ensaio de fagocitose de leveduras de P. brasiliensis por células dendriticas
pulmonares obtidas de camundongos deficientes em TLR 4 ou TLR2

Para analisarmos a capacidade fagocitica de células dendriticas pulmonares
de camundongos deficientes em TLR4 (TLR4 KO) ou TLR2 (TLR2 KO), estas
células, bem como as de camundongos selvagens C57BI/Sccr HePas ou C57BI/6
foram incubadas com células fungicas de P. brasiliensis e ap6s 4 horas avaliamos o
IF.

Como mostra a figura 8 A, nao ocorreu diferenca significativa na capacidade
de fagocitose das células dendriticas purificadas de camundongos TLR4 KO, em
relagdo ao controle (C57B/Sccr HePas). No entanto, observamos diminui¢cao
significativa do IF por células dendriticas pulmonares de camundongos deficientes
em TLR2 (Figura 8 B), em relacdo as células dendriticas pulmonares de C57B/6

(selvagem).
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Figuras 8 A e B: Ensaio de fagocitose de Pb18 por células dendriticas obtidas de
camundongos TLR4 KO e TLR2 KO

Células dendriticas pulmonares obtidas de camundongos deficientes ou ndo em TLR4 (A) e
TLR2 (B) foram incubadas por 4 horas com leveduras do fungo na proporcéo de 3 leveduras
para cada célula dendritica. Posteriormente, o IF foi calculado. *p<0,05 em relacdo ao IF de

células dendriticas de camundongos selvagens (controle).
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Quantificagao de citocinas produzidas por células dendriticas pulmonares de
camundongos deficientes em TLR4

Para analisarmos o padrao de citocinas produzidas por células dendriticas
pulmonares de camundongos deficientes em TLR4, as células dendriticas
purificadas do pulmao destes camundongos e de seu controle (C57BI/Sccr HePas),
foram cultivadas in vitro com leveduras de P. brasiliensis. Apdés 24 horas, os
sobrenadantes de cultura foram recolhidos e as citocinas 1L-10, IL-6, TNF-a e IL-12
quantificadas. Os resultados mostraram que apés interacdo do fungo com as células,
ocorreu aumento de IL-10 e IL-6 por células dendriticas pulmonares de ambas as
linhagens de camundongos. Entretanto, observamos que células dendriticas de
camundongos deficientes, ndo apresentam diferen¢a significativa na secregéo de
TNF-a. Ao contrario, células dendriticas obtidas de camundongos normais

apresentaram aumento significativo da producao destas citocina (Figura 9).

43



1500+

— I TLR4 - controle
E 1000
E_’ H TLR4 - P. brasiliensis
N 1 TLR4 KO - controle
|
= 5004 B TLR4 KO - P. prasiliensis
15001
- 1 TLR4 - controle
E 000 .
E . B TLR4 - P. brasiliensis
hs I TLR4 KO - contrale
Z i
F 500 W TLR4 KO - P. brasiliensis
0 ] l
1500
o C—ITLR4 - controle
£ 1000-]
E Wl TLR4- P. brasiliensis
© 3 TLR4 KO - controle
= J
500 W TLR4 KO- P. brasiliensis
L — |
1500
—E' 1000 * CITLR4 - controle
E EEB TLR4 - P. brasiliensis
g CITLR 4 KO - controle
= 500
’__r—‘ I TLR 4 KO - P. brasiliensis
0 [ [

Figura 9: Produgdo de citocinas por células dendriticas pulmonares de camundongos
nocautes para o receptor TLR 4

Apos purificagdo das células dendriticas, estas foram cultivadas in vitro com Pb 18 por 24 horas e os
sobrenadantes de cultura recolhidos. A quantificagdo das citocinas foi feita através da técnica de
ELISA de captura. *p<0,05 em relagso ao controle (células dendriticas pulmonares na auséncia de

estimulo com o fungo).
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Quantificacao de citocinas produzidas por células dendriticas pulmonares de
camundongos deficientes em TLR 2

Para avaliarmos a importancia da ativagdo de TLRZ2 para a produgédo de
citocinas, camundongos deficientes desse receptor foram utilizados. Células
dendriticas purificadas do puimao de camundongos deficientes para TLR2 (TLR2KO)
e de seu controle (C57BI/6) foram cultivadas in vitro com leveduras de P.
brasiliensis. Ap6s 24 horas, os sobrenadantes de cultura foram recolhidos e as
citocinas IL-10, IL-12 e TNF-a quantificadas. Primeiramente, observamos que
células dendriticas pulmonares de camundongos normais (C57BI/6) na presen¢a do
fungo produziram menores quantidades de IL-12 e TNF-a, e maiores concentragcbes
de IL-10. No entanto, quando analizamos células dendriticas de camundongos
deficientes de TLR2, na presenga ou ausencia do fungo, nao foi possivel observar
alteracado da produgao de citocinas. Portanto, células dendriticas de camundongos
deficientes de TLR2, na presenga do fungo, ndo estimularam a produgéo de IL-10

como observado em células de camundongos controles (Figuras 10 A, B e C).
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Figuras 10 A, B e C: Produgdo de citocinas por células dendriticas pulmonares de
camundongos nocautes para o receptor TLR 2

Apo6s purificagdo das células dendriticas do pulmao de camundongos deficientes ou ndo em TLR2,
estas foram cultivadas in vitro com Pb 18 por 24 horas e os sobrenadantes de cultura recolhidos. A
quantificacdo das citocinas foi feita através da técnica de ELISA de captura. *p<0,05 em relagdo ao

controle (células dendriticas puimonares na auséncia de estimulo com o fungo).
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Caracterizagio fenotipica de células dendriticas pulmonares por citometria de
fluxo apos infecgao com P. brasiliensis

Para analisarmos o efeito da interagao in vivo de P. brasiliensis com células
dendriticas pulmonares em relagédo a expressdo de marcadores de superficie, essas
células foram purificadas de camundongos resistentes e suscetiveis apds 1, 2, 4 e
15 dias de infecg¢do intratraqueal com leveduras da cepa virulenta Pb18, e a
expressdo das moléculas de MHC-classe Il, CD80, CD86 e CD54 analisadas por
citometria de fluxo, e a MIF determinada.

A anadlise da expressao das moléculas de MHC-Il mostrou aumento da
expressdo desta molécula apés o 2° dia de infecgdo em ceélulas dendriticas
pulmonares de A/J e B10.A. Analisando a expressao das moléculas CD80, CD86 e
CD54, observamos aumento progressivo da expressdo das moléculas em ceélulas
dendriticas purificadas de camundongos resistentes. No entanto, observamos
diminuicdo gradativa na expressdo das mesmas moléculas analisadas em ceélulas

dendriticas purificadas de animais susceptiveis (Figura 11).
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Figura 11 — Expressdo de moléculas MHC-ll, co-estimulatérias e de adesido em células
dendriticas pulmonares apds infecgdo com P. brasiliensis

Através da citometria de fluxo, analisamos a expressdo de MHC-II, CD80, CD86 e CD54 em células
dendriticas pulmonares purificadas de camundongos resistentes e susceptiveis apés 1, 2, 4 e 15 dias
de infecgdo com o fungo P. brasiliensis e a MIF foi determinada. — (controle A/J) e —_ (controle
B10.A)

Producdo de citocinas por células dendriticas pulmonares apés infeccao
intratraqueal com P. brasiliensis

Para analisarmos o padréo de citocinas produzidas por células dendriticas
pulmonares ap6és fagocitose de leveduras do fungo in vivo, estas células foram
purificadas de camundongos A/J e B10.A apos 1, 2, 4 e 15 dias de infeccdo com
leveduras de P. brasiliensis. Estas células foram cultivadas por 24 horas e

posteriormente, os sobrenadantes foram coletados e a secre¢cado de citocinas foi
analisada por ELISA.
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de IL-6 e TNF-a a partir do 2° dia de infecgao. Ao contrario, analisando a sintese de
citocinas por células dendriticas pulmonares de camundongos suscetiveis,
observamos diminuicdo das mesmas citocinas a partir do 2° dia de infecgao.
Entretanto, observamos aumento da produg¢éo de IL-10 nestes animais. Em relagao
a producéo de IL-12, s6 foi possivel detectarmos niveis basais desta citocina em

células dendriticas pulmonares de ambas as linhagens de camundongos.
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Figura 12: Produgédo de citocinas por células dendriticas pulmonares apés infecgdo com P.

brasiliensis
Células dendriticas pulmonares foram purificadas de camundongos resistentes e suscetiveis apés 1,
2, 4 e 15 dias de infecgdo com P. brasiliensis. Ap6s 24 horas de cultura, os sobrenadantes foram

coletados e a secregao de citocinas analisadas por ELISA de captura.
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Ativacio de linfocitos T CD4" por células dendriticas pulmonares

Os resultados mostraram que células dendriticas pulmonares purificadas de
camundongos suscetiveis nao infectados (Figura 13 B) foram mais eficientes em
ativar os linficitos T CD4", quando comparamos com as células dendriticas de
camundongos resistentes (Figura 13 A).

No entanto, quando analisamos células dendriticas purificadas do pulméao de
camundongos previamente infectados com leveduras de P. brasiliensis, observamos
gue as células dendriticas pulmonares de B10.A (Figura 13 D) perdem a capacidade
de ativacdo dos linfocitos T CD4" na presenca de diferentes concentracbes do
antigeno.

Ja, quando analisamos a ativacdo dos linfécitos T CD4* por células
dendriticas pulmonares obtidas de camundondos resistentes (Figura 13 C),
observamos que estas células apresentam eficientemente o antigeno, mesmo apoés

infecgao.
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Figuras 13 A, b, C e D: Ensaio de linfoproliferagao

Células T CD4" purificadas de linfonodos de animais resistentes e suscetiveis, imunizados
previamente com o antigeno CFA, foram cultivados in vitro na presenga de células dendriticas
pulmonares (CDp) purificadas de animais resistentes e suscetiveis, antes (A e B) e depois (C e D) da

infecgdo i.t. com leveduras de Pb18.

Migracdo de células dendriticas pulmonares para os linfonodos apés infecgido
com P. brasiliensis

Analisamos a migragao de células dendriticas para os linfonodos regionais
(toraxicos: paratimico e paratraqueal) e bago em animais suscetiveis e resistentes a
PCM apés 3, 5, 7 e 15 dias de infe¢do intratraqueal com leveduras de P. brasiliensis,
marcadas com FITC. Células totais do macerado destes 6rgdos foram marcadas
com CD11¢c-PE e analisadas por citometria de fluxo.

A analise mostrou migragdo de células dendriticas pulmonares que
fagocitaram o fungo, para os linfonodos de camundongos A/J apos 15 dias de
infeccdo (Figuras 14 D), quando comparadas com o controle (células totais dos
linfonodos de animais infectados somente com FITC) (Figura 14 C). Entretanto,
células dendriticas pulmonares purificadas de camundongos suscetiveis, ndo foram
capazes de migrar para os linfonodos apés o0 mesmo tempo de infec¢édo (Figura 14
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H), permanecendo no pulmao destes animais (Figura 14 F). Além disso, nao

detectamos células dendriticas pulmonares fagociticas no bago de ambas as

linhagens de camundongos.
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Figuras 14 A, B, C, D, E, F, G e H: Migragao de células dendriticas pulmonares ap6s infecgao
com P. brasiliensis

Camundongos resistentes e suscetiveis a PCM foram infectados intratraquealmente com leveduras de
Pb18 marcadas com FITC e apods 15 dias de infecgao, células totais foram marcadas com CD11c-PE
e a analise de dupla marcacgéo no pulmao [(B para camundongos resistentes); (F para suscetiveis)] e
nos linfonodos regionais [(D para camundongos rsistentes); (H para suscetiveis)] foi realizada por
citometria de fluxo. Como controle, analisamos células dendriticas purificadas de camundongos

inoculados intratraquealmente com FITC, na auséncia do fungo (A e C para A/J e E e G para B10.A).
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Expressao de RNAm de CCR7 em células dendriticas pulmonares

Para analisarmos se o receptor de quimiocina CCR7 estaria envolvido na
capacidade de migragdo das células dendriticas pulmonares, o RNA foi extraido
destas células, de camundongos A/J e B10.A, previamente infectados (24 horas)
com P. brasiliensis. Posteriormente, foi feita a sintese de cDNA e RT-PCR
semiquantitativo.

Os resultados mostraram que células dendriticas pulmonares de
camundongos resistentes, aumentam a expressao deste receptor apos infecgdo. No
entanto, células dendriticas pulmonares purificadas de camundongos suscetiveis s6
expressam CCR7, em pouca quantidade, ap6s 24 horas de infec¢gdao, nao sendo

detectado em células de animais nao infectados (Figura 15).

B10.A AlJ

C 1 C I
o S

Figura 15: Expressiao de CCR7
A partir da extragdo do RNA total de células dendriticas de camundongos A/J e B10.A, infectados (i)
ou ndo (c), realizamos RT-PCR e analisamos a expressdo de CCR7. Como controle, utilizamos

HPGRT, presente em todas as células eucariontes.
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DISCUSSAO




Discussao

A importancia de células dendriticas no foco primario da infecgdo por P.
brasiliensis € de grande interesse, visto que, células dendriticas que estdo situadas
ao longo do trato respiratério na sua forma imatura (INGULLI et al, 1997;
NORBURY, et al., 2002; STEFANOVA, et al., 2002 e VAN STIPDONK et al., 2003),
estdo posicionadas estrategicamente para capturarem o antigeno nas vias aéreas e
posteriormente tornarem-se maduras, interagindo as respostas imunes inata e
adaptativa, migrando assim para os 6rgaos linféides secundarios para ativar os
linfécitos T “naive” (WICK, 2003).

A internalizagdo de microrganismos por células dendriticas ocorre por
diferentes receptores (POLLARD & LIPSCOMB, 1990; COEHAND, et al., 1999 e
VERMAELEN, et al., 2001), e sabe-se que dependendo do receptor envolvido no
processo de fagocitose, pode-se determinar o tipo de resposta imune (Th1/Th2)
(BROWN e GORDON, 2001). Entao, primeiramente, estudamos a capacidade de
células dendriticas pulmonares obtidas de camundongos resistentes e suscetiveis a
PCM em fagocitar leveduras da cepa virulenta de P. brasiliensis (Pb18) in vitro e in
vivo, bem como os possiveis receptores envolvidos na internalizagao do fungo. A
parede celular do P. brasiliensis & constituida principalmente por carboidratos como,
manose e glucanas, que se ligam aos receptores de manose e dectina-1,
respectivamente, em células do sistema imune como macréfagos e células
dendriticas. Além disso, esses receptores de acgucares envolvidos na fagocitose do
fungo sao importantes na mediagéo da resposta imune inata.

Os resultados mostraram que células dendriticas purificadas do pulméo de
camundongos suscetiveis fagocitaram mais leveduras de P. brasiliensis, em relagéao
as células obtidas de camundongos resistentes. Além disso, foi possivel observar
que ocorreu inibi¢ao significativa da fagocitose do fungo por células dendriticas
pulmonares de ambas as linhagens de camundongos, na presen¢a de manana. No
entanto, s6 ocorreu diminuicdo do indice fagocitico na presenca de laminarina,
bloqueador de dectina-1, em células dendriticas purificadas de camundongos
suscetiveis a infeccdo por P. brasiliensis. Estes resultados sugerem que as células
dendriticas pulmonares de camundongos suscetiveis devem estar favorecendo a

entrada do fungo, talvez por um mecanismo de escape do P. brasiliensis ou devido
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ao microambiente estar facilitando a invasdo, ou ainda, devido ao fungo estar
entrando nas células dendriticas pulmonares pelas duas vias, manose e dectina-1.

Os resultados também sugerem o possivel envolvimento do receptor de -
glucana na suscetibilidade de camundongos B10.A, visto que s6 ocorreu inibigdo da
fagocitose, quando este receptor foi bloqueado com laminarina em células
dendriticas destes animais. Além disso, este carboidrato pode induzir resposta
antiinflamatoria através da interacdo de TLR2 e dectina-1, favorecendo a sintese de
IL-10, sendo entao, importante na resposta imune inata de fungos patogénicos e na
inicializagdo da resposta imune adaptativa (BROWN e GORDON, 2003). Ja, o
receptor de manose parece ter importancia ndo sé na fagocitose de microrganismos,
mas também na liberagdo de enzimas lisossomais (OHSUMI e LEE, 1987), na
inducdo de producao de citocinas (YAMAMOTO, et al., 1997 e SHIBATA, et al.,
1997), alem da modulagéo de outros receptores de superficies das células (MURAI,
et al., 1995; MURAI, et al., 1996 e BERNARDO, et al., 1998).

Consistente com os resuitados obtidos in" vitro, células dendriticas
pulmonares fagocitaram leveduras de P. brasiliensis in vivo eficientemente. Nbs
observamos que células dendriticas purificadas do pulmao de ambas as linhagens
de camundongos internalizam o fungo logo no inicio da infecgao (6 horas). Dados da
literatura mostram que estas células sao capazes de fagocitar in vivo leveduras e
hifas de Aspergillus fumigatus logo ap6s 3 horas de infecgdo (BOZZA, et al., 2002).

Ap6s o reconhecimento e internalizagdo de estruturas microbianas, as
células dendriticas iniciam o processo de maturagdo, aumentando a expressao de
moléculas de MHC-classe |l e co-estimulatérias (MOLL, et al., 1993).

Devido a importancia do aumento da expressado das moléculas de superficie
das células dendriticas ap6s o reconhecimento e captura do antigeno, analisamos
os efeitos que o P. brasiliensis poderia estar causando na expresséo destas
moléculas in vitro e in vivo. A analise in vitro, mostrou aumento significativo da
expressdao das moléculas CD80 e CD54 em células dendriticas pulmonares de
camundongos suscetiveis apds interagdo com o fungo. No entanto, in vivo, os
resultados mostraram que, em camundongos suscetiveis a infecgdo, ocorre
diminuicdo gradativa da expressdo das moléculas CD80, CD86 e CD54. Ja, em
camundongos resistentes, observamos aumento progressivo da expressao das

mesmas moléculas.
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Estes resultados sugerem que as células dendriticas purificadas do pulméo
de camundongos resistentes, demorem mais para responderem a estimulos
induzidos pelo fungo, no entanto, sdo mais eficientes, ja que mantéem a expressao
das moléculas co-estimulatérias em periodo mais tardio da infecg¢ao. Ja, em células
dendriticas pulmonares de camundongos suscetiveis, ocorre aumento das moléculas
co-estimulatérias somente no inicio da infecgédo, tanto in vitro, como in vivo
mostranto que essas células sdo hiperreativas nos momentos iniciais da interagdo
com o fungo, porém essa reatividade tende a diminuir em tempos mais prolgongados
de infecgao.

Em relagdo as citocinas, que sédo proteinas importantes na determinagéo de
uma resposta imune eficiente, analisamos a secregao de I1L-10, IL-12, TNF-a e IL-6
por células dendriticas pulmonares de camundongos resistentes e suscetiveis apo6s
interagcao com P. brasiliensis. In vitro, observamos aumento significativo da secregao
de IL-10 e TNF-a somente por células dendriticas pulmonares de B10.A. No entanto,
s6 observamos niveis basais de IL-12 e IL-6. Estes resultados mostram que células
dendriticas pulmonares de camundongos suscetiveis apds fagocitose do fungo,
devem estar modulando a resposta imunolégica nao protetora a PCM, devido a alta
producao da citocina imunoregulatéria (IL-10). Dados do nosso laboratério, ja
demonstraram que o P. brasiliensis bem como seu principal componente antigénico,
a gp43, sao capazes de inibir as principais fungdes biolégicas de células dendriticas
in vitro (FERREIRA et al., 2004), como alteragdes na expressao das moléculas de
superficie destas células e a sintese de citocinas.

Analisando a secre¢ao das mesmas citocinas in vivo, observamos aumento
de TNF-a e IL-6 ap6s o 2° dia de infec¢do em células dendriticas do pulméo de A/J.
No entanto, ocorreu diminui¢ao gradativa destas citocinas em células dendriticas do
puimao de B10.A. Além disso, observamos aumento progressivo e significativo da
produgdo de IL-10 por células dendriticas purificadas principalmente de
camundongos suscetiveis. Em relagdo a produgao de IL-12, s6 foi possivel detecta-
la em niveis basais, em células dendriticas pulmonares purificadas de ambas as
linhagens de camundongos.

Os resultados mostraram que células dendriticas purificadas do pulméao de
camundongos suscetiveis sdo incapazes de manter a resposta mediada pela
producdo de TNF-a e IL-6 por muito tempo, apos infecgdo. Ja, células dendriticas

pulmonares de camundongos resistentes conseguem manter essa resposta por mais
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tempo, em periodo mais tardio da infec¢do por P. brasiliensis, sendo entao, mais
eficientes para induzir uma resposta imune protetora a PCM.

Consistente com nossos resultados, Bozza ef al, em 2002, mostraram que
in vivo, células dendriticas pulmonares além de fagocitarem hifas de Aspergillus
fumigatus, secretam altos niveis de IL-10. Evidéncias sugerem que células
dendriticas pulmonares através da produgao desta citocina, ndo conseguem induzir
eficientemente uma resposta a antigenos respiratérios (HOLT, et al., 1999 e
AKBARI, et al., 2001).

De acordo com dados recentes da literatura, sabemos do envolvimento de
TLRs com a sintese de algumas citocinas na resposta imune inata. A ativagao desta
resposta mediada pelo reconhecimento via TLRs, representa uma interagao entre as
respostas do sistema imune inato e adquirido, através da indugdo da matura¢ao de
células dendriticas e direcionamento da resposta de células T “helper’. A
estimulagéo especifica de TLRs resulta no aumento de IL-10 ou IL-12, polarizando a
resposta de ceélulas T para Th1 ou Th2 (Ql & DENNING, 2003). O reconhecimento
de microrganismos por TLR2 medeia sinais que preferencialmente induzem
polarizagdao para Th2. Entretanto, ativagcdo de TLR4 leva principalmente a
proliferagao de células Th1 (RE & STROMINGER, 2001).

Devido a indugdo de sinais antiinflamatérios através de TLRs, certos fungos
patogénicos desenvolveram estratégias para bloquear o reconhecimento destes
receptores e subsequlente ativagdo da resposta imune inata (NETEA, ef al., 2003).
Dois mecanismos de escapes por TLRs foram identificados: imunossupressao
mediada por TLRZ2, especialmente através da indugdo de IL-10 e bloqueio do
reconhecimento por TLRs.

Visto a importancia da produgdo de IL-10 dependente de TLRs, noés
analisamos a expressido de receptores de TLR2 e TLR4 em células dendriticas
pulmonares de camundongos resistentes e suscetiveis a PCM, apos infecgéo por P.
brasiliensis.

Os resultados mostraram que ha diferenga na expressao de TLRs entre as
linhagens de camundongos. Células dendriticas purificadas do pulmao de
camundongos resistentes ndo expressam TLR2, ao contrario das células dendriticas
pulmonares de camundongos suscetiveis. Além disso, células dendriticas

pulmonares de animais suscetiveis niao expressam TLR4 na auséncia do fungo.
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Para analisarmos o envolvimento de TLRs na sintese de citocinas (IL-10, IL-
12, TNF-a e IL-6), purificamos células dendriticas do pulmao de camundongos
deficientes em TLR4 e TLR2 e cultivamos in vitro com Pb18. Interessantemente, ndo
observamos aumento da secre¢do de TNF-a em células dendriticas do pulmao de
camundongos deficientes para TLR4. No entanto, ocorreu aumento significativo de
IL-10 por células dendriticas purificadas do pulmédo de camundongos deficientes do
mesmo receptor. Ja, em camundongos deficientes de TLR2, ndo observamos
diferenc¢a na sintese de IL-10, mesmo na presen¢a do fungo.

Estes resultados sugerem que a produgao de TNF-a esta diretamente ligada
a expressdo de TLR4, enquanto que a produgdo de IL-10 esta relacionada com o
receptor TLR2, e consequentemente com a suscetibilidade a PCM. Dados recentes
mostraram que o reconhecimento de manana de Candida via TLR4, ativa via de
sinalizagao e produgdo de quimiocionas levando entédo, a prote¢dao do hospedeiro.
Ja, o carboidrato glucana de Candida, liga-se a dectina-1, ativa TLR2, induz
citocinas antiinflamatérias e consequentemente, leva a suscetibilidade. (NETEA, et
al., 2004).

Dillon e colaboradores (2006) mostraram que particulas de zimosan
reconhecidas via dectina-1 estimulam TLR2, regulando assim a secre¢do de
citocinas em células dendriticas e macréfagos, levando a tolerancia imunologica.
Além disso, os autores mostraram que as células dendriticas secrefaram altos niveis
de IL-10, mas pouca IL-12, e que a secrec¢do de IL-10 foi dependente da ativagao
mediada por TLR2 em conjunto com dectina-1. Por outro lado, outros pesquisadores
mostraram que camundongos deficientes em TLR4 sao altamente suscetiveis a
infecgdes causadas por Neisseria meningitidis, Escherichia coli (SHAHIN, et al.,
1987; WOODS, et al., 1988; SVANBORG, et al., 2001 e SCHILLING, et al., 2003),
Haemophilus influenzae (WANG et al., 2002), Salmonella typhimurium e Klebisiella
pneumoniae sepsis (WANG, et al., 1999 e BERNHEIDEN, et al,, 2001) e infecgbes
causadas por fungos patogénicos, como Candida albicans (NETEA, et al., 2002 e
TADA, et al., 2002), que sdo incapazes de estimular a produgao de IL-12 e IFN-y na
auséncia do reconhecimento via TLR4 (D’OSTIANI, et al., 2000 e VAN DER GRAAF,
et al.,2005).

Além disso, trabalhos recentes mostraram que Yersinia enterocolitica,
Candida albicans, Aspergillus fumigatus e Borrelia burgdorferi utilizam TLR2 para

induzirem a secrec¢ao de IL-10, levando a imunossupressao do hospedeiro atraves
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da geracao de células T regulatérias CD4+CD25+ (DITERICH, ef al., 2003; NETEA,
et al., 2003 e NETEA, et al., 2004). Em contraste, a estimulagédo de TLR4 por LPS e
de TLRY por CpG induzem inibi¢ao de efeitos supressores de células T regulatérias
(PASSARE & MEDZHITOV, 2003).

Posteriormente, analisamos a capacidade de apresentagdo de antigenos
por células dendriticas pulmonares obtidas de camundongos A/J e B10.A infectados
ou ndo com Pb18. A analise revelou que células dendriticas pulmonares de
camundongos A/J foram eficientes em apresentar o antigeno CFA aos linfécitos T
CD4" antes e apés infeccdo com leveduras de P. brasiliensis. Ja, em células
dendriticas purificadas do pulmdo de camundongos suscetiveis s6 foi possivel
observar apresentacdo do antigeno antes da infec¢do, ou seja, estas células
perderam a capacidade de apresentar antigenos de P. brasiliensis apds entrarem em
contato com o fungo, ndo sendo entao, capazes de ativar os linfécitos T CD4™.

Analisamos também a capacidade de migragéo das células dendriticas dos
pulmdes para os linfonodos regionais, visto que, uma das principais fun¢des destas
células é a de migrar dos tecidos periféricos para os 6rgaos linféides secundarios
(MOLL, et al., 1993).

Os resultados obtidos demonstraram que mesmo apés 15 dias de infec¢ao
intratraqueal com leveduras da cepa virulenta do fungo as células dendriticas de
camundongos suscetiveis nao foram capazes de migrarem do pulméo para os
linfonodos paratimico e paratraqueais (regionais), nem mesmo para o baco. No
entanto, células dendriticas pulmonares obtidas de camundongos resistentes foram
capazes de fagocitar e migrar até os linfonodos regionais apos 15 dias de infecgao.
Estes resultados sugerem que células dendriticas pulmonares de B10.A possam
estar perdendo uma de suas principais fun¢des biolégicas que é a de migrar para os
orgaos linfoides secundarios e conseqiientemente ativar os linfécitos T “naive”, apds
interagir com o P. brasiliensis no principal foco de entrada do fungo.

Para entendermos os possiveis motivos da permanéncia destas células no
pulmao, analisamos o receptor de quimiocina CCR7, um dos responsaveis pela
migragcdo das células dendriticas do pulmdo para os linfonodos regionais. Os
resultados mostraram que células dendriticas pulmonares de camundongos
suscetiveis expressam pouco CCR7, quando comparamos com a expressao deste

receptor nas ceélulas dendriticas pulmonares de camundongos resistentes, sugerindo
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que este receptor poderia estar envolvido na incapacidade de migragao de células
dendriticas pulmonares de camundondongos suscetiveis a PCM.

Recentemente, (KHADER, ef al, 2006) mostraram que a migragao de
células dendriticas pulmonares para os linfonodos regionais apds exposigao a
Mycobacterium tuberculosis foi deficiente devido a auséncia de produgéo de IL-12
p40 e por isso, estas células foram ineficientes na ativagao de linfécitos T “naive” in
vivo. O tratamento de células dendriticas deficientes em IL-12 com o homodimero IL-
12 p40, reestabeleceu a capacidade de migragdo destas células e
consequentemente a capacidade de ativagdo de linfocitos T “naive”, mostrando
entdao, a importancia desta citocina na ativagdo eficiente de células dendriticas
pulmonares. Interessantemente, a analise da expressao de RNAm nestas células
mostrou aumento de RNAm de IL-10 em células dendriticas deficientes de IL-12 p40
e como conseqliéncia, reduziu a responsividade de quimiocinas. Além disso, os
autores mostraram que devido a IL-10, ocorreu inibicdo da migracdo de células
dendriticas pulmonares através da falta de ligagdo de CCL19 com o receptor CCR7
(D’AMICO, et al., 2000).

Estes dados sugerem que além das células dendriticas pulmonares
purificadas de camundongos suscetiveis a PCM serem deficientes na expressao do
receptor de quimiocina CCR7, a sintese de IL-10 e auséncia de IL-12, podem estar
envovidos também na deficiéncia de migragcdo destas células.para os oOrgaos
linféides secundarios, e consequentemente, na capacidade de ativagdo de células T
CD4" in vivo.

Nossos resultados demonstram que células dendriticas pulmonares
interagem com o P. brasiliensis, fagocitando-o. No entanto, o fungo altera a
expressao das moléculas co-estimulatérias, responsaveis pela ativagdo de células T,
bem como a capacidade de migragdo destas células em animais suscetiveis para os
linfonodos regionais. Além disso, a expressdo de TLR2 em células dendriticas
pulmonares somente em camundongos suscetiveis pode também ser um dos
mecanismos pelo qual o P. brasiliensis induz maior produ¢do de IL-10 e
consequentemente cronicidade nesses animais, favorecendo a sobrevivéncia do

fungo no hospedeiro.
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Celulas dendriticas pulmonares purificadas de ambas as linhagens de
camundongos, fagocitam eficientemente as leveduras de P. brasiliensis in
vitro e in vivo. No entanto, em células dendriticas pulmonares de
camundongos suscetiveis ocorreu aumento da internalizagao deste patoégeno,
talvez, por estas células terem maior capacidade fagocitica devido a entrada

do fungo se dar por duas vias, da manose e dectina-1;

Celulas dendriticas pulmonares de animais suscetiveis aumentam a
expressao de suas moléculas de superficie e producdo de citocinas (TNF-a e
IL-6) somente no inicio da infecgdo, ao contrario das células dendriticas
pulmonares de camundongos resistentes. Esses resultados sugerem que as
células dendriticas pulmonares de animais A/J sejam mais eficientes em
periodo mais tardio da infecgdo, enquanto que as células dendriticas
pulmonares de animais B10.A n&o conseguem manter a resposta em periodo

prolongado;

Células dendriticas pulmonares de B10.A sintetizam niveis basais de IL-12,

mas aumentam progressivamente a sintese de IL-10 apods infecgao;

Células dendriticas pulmonares purificadas de A/J e B10.A, expressam
diferentes receptores “toll like” ap6s infeccdo com P. brasiliensis. Células
dendriticas pulmonares de A/J nao expressam TLR2 apoés infecgao, enquanto
que células dendriticas pulmonares de B10.A aumentam a expressao do

mesmo receptor apds interagao com o fungo;

O receptor TLR4 esta relacionado com a sintese de TNF-a, enquanto que a

producédo de IL-10 esta relacionada ao receptor TLR2;
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e A ativagdo de células T CD4" nao foi eficiente por células dendriticas

puimonares de camundongos suscetiveis apos infec¢éo;

e A capacidade de migracdo das células dendriticas do pulmao para os
linfonodos regionais de B10.A foi comprometida, provavelmente pela

diminui¢ao de expressao do receptor de quimiocina CCR7;

e Em conclusao, nossos resultados sugerem que P. brasiliensis induz células
dendriticas regulatérias em camundongos suscetiveis, as quais secretam
grandes quantidades de IL-10, mas pouca IL-12, induzindo diminui¢do da
resposta de células T. Além disso, células dendriticas regulatérias parecem
ser induzidas pela via de ativagdo de receptores de TLR2 e dectina-1, os
quais promovem a sintese de IL-10, induzindo diminuicdo da atividade
microbicida do hospedeiro, que contribui para a suscetibilidade de

camundongos B10.A na infec¢ao por P. brasiliensis.
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Abstract

An adaptive Th1-type immune response is required for protection against Pb.
Knowing that DC are the most effective APCs for inducing cell-mediated immune
responses, it is important to investigate lung DC and their potential to initiate an
immune response in mice susceptible and resistant to PCM. Initially, we observed
that lung DC from susceptible mice were more phagocytic than cells from resistant
mice and we observed that phagocytosis in the presence of laminarin was inhibited
only in DC from susceptible mice. Cytokines produced by DC from resistant mice
showed a low concentration of IL-10, IL-12 and TNF-o. In contrast, DC from
susceptible mice produced a high concentration of TNF-a and IL-10, but IL-10
production was significantly inhibited in the presence of laminarin. We also observed
that DC from TLR-2KO mice presented a defective production of IL-10. We found that
the gene expression for TLR2 is increased after infection in B10.A, but not in A/J
mice. Thus, the capacity of lung DC from susceptible mice in inducing T cell
activation was decreased. In conclusion, our data suggest that Pb induces regulatory
DC in susceptible mice, which promotes IL-10 production contributing to the

susceptibility of B10.A mice against Pb infection.

Key Words: Lung dendritic cel, PCM, T cell
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Introduction

Infection with the dimorphic fungus Paracoccidioides brasiliensis (Pb) can
result in a granulomatous disease designated Paracoccidioidomycosis (PCM) that is
prevalent in South America [1]. The infection starts with the inhalation of fungal
propagules that undergo differentiation into yeast cells, which is the infective form of
Pb [2]. It is known that clinical forms of Pb mycosis vary from a localized and benign
disease to relentlessly progressive and potentially lethal systemic infections [3]. This
broad spectrum of clinical forms is a result of the role that several factors such as the
host responses and virulence of the infecting agent play in determining the severity of
the disease [4-8].

It was previously shown that polar forms of the disease could be reproduced in
mice. When used as hosts for infection, the B10.A mouse strain was found to be
susceptible whilst the A/J strain was extremely resistant to Pb infection. When
infected with Pb, A/J mice exhibit a limited number of well-organized granulomatous
lesions that evolve to spontaneous resolution. In contrast, B10.A mice display
numerous non-organized inflammatory lesions that contain many viable yeast cells
and a cellular infiltrate rich in plasma cells [9].

The mechanisms involved in resistance to Pb infection are poorly understood,
but it is likely that dendritic cells (DC) play a pivotal role in the induction of effector T
cells that control Pb infection. Indeed, IFN-y and IL-10 production appear to be
involved in the resolution or dissemination of PCM in mice and humans (10, 11)

The immune system has evolved an elaborate system of pathogen
surveillance, the so-called pathogen-recognition receptors (PRRs), which can
recognize conserved structures in microbes [12]. The novel classes of PRRs are the
Toll-Like receptors (TLRs) [13]. During the past few years, extensive research has
demonstrated that TLRs are crucial for the recognition of pathogenic microorganisms
and activation of innate immune response [14]. Recent studies have demonstrated
an involvement of TLRs in the recognition of fungal pathogens such as Candida
albicans, Aspergillus fumigatus, and Cryptococcus neoformans [15-17].

DC are antigen-presenting cells that act as sentinels in the peripheral tissues,
constantly sampling the antigens in their environment. Recently, it has been shown

that triggering different TLRs on DC results in distinct programs of gene expression
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and cytokine secretion that differentially regulate the type of adaptive immune
response [18]. It was shown that lung DC play a pivotal role in infections caused
airborne pathogens such as Mycobacterium tuberculosis, Aspergillus fumigatus and
Cryptococcus neoformans [19-21].

We have recently shown that Pb inhibits the maturation of bone-marrow-
derived DC, but little has been learned about the role of DC in the initial interaction
with the organism in the lung [22].

Because DC are the most effective APC for inducing cell-mediated immune
responses, it is important to investigate lung DC and their potential to initiate an
immune response. In the present study, we analyzed the role that lung dendritc cells
played in the experimental infection with Pb. Our resulits indicate that Pb induces
regulatory DC in susceptible mice, which secreted IL-10 in abundance. Furthermore,
regulatory DC appear to be induced via the activation of TLR-2 and dectin-1
receptors, which promotes the production of IL-10 and induces impaired T cell

response contributing to the susceptibility of B10.A mice against Pb infection.

Material and Methods

Animals

For this study, we used 8 to 12-weeks-old female mice belonging to strains
B10.A (mice susceptible to PCM), A/J (mice resistant to PCM), C57BI/6 and TLR2
KO C57BI/6, all obtained from the animal laboratory of the University of Sao Paulo.

P. brasiliensis strains
The yeast form of highly virulent P. brasiliensis strain 18 grown in Sabouraud-

agar was used for the infection assays and for preparation of the fungal antigen.

P. brasiliensis antigen- “Cell-free antigen” (CFA)

P. brasiliensis strain 18 was grown on Sabouraud-agar at 35°C for 3 days. The
cell mass was suspended in 1 ml of RPMI, mixed for 30s in a Vortex mixer, and
immediately centrifuged for 60s. The resulting supernatant contained the antigen
(CFA) [23]. The protein concentration in CFA was determined according to Bradford
[24].
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DC isolation

DC were isolated from lungs as described previously [25]. After perfusing the
pulmonary vasculature with 5mi of PBS containing 100 U/ml heparin, the lungs were
minced and incubated for 90 min at 37°C in digestion buffer containing 0.7 mg/mi
collagenase IV (Sigma-Aldrich) and 30 mg/ml type IV bovine pancreatic DNase |
(Sigma-Aldrich). Large particulate matter was removed by passing the cell
suspension through a small loose nylon wool plug. After exposing to plastic over-
night in order to remove macrophages by adherence, DC were incubated with 100 pg
of MicroBeads (Miltenyi Biotec) conjugated to hamster anti-mouse CD11c mAbs.
Positively selected DC contained > 90% CD11¢™".

Phagocytosis test

For the phagocytosis test, lung DC were cultured over round glass coverslips
in 24-well plates and incubated with yeast at a yeast-to-cell ratio of 3:1 during 4 h at
37°C. The glass coverslips were rinsed with PBS for removal of non-internalized Pb
cells and stained by Giemsa. A mean of 200 DC were counted to determine the
phagocytic indices (Pl), calculated as the percentage of phagocytic cells in relation to
the total number of cells multiplied by the mean number of internalized particles. For
the inhibition assays, lung DC were previously incubated for 30 min with 100 pg/ml of
a-mannan obtained from Sacharomyces cerevisae (Sigma) or 100 pg/ml of laminarin

(Sigma) before adding the Pb yeast cells.

Analysis of lung DC phenotype and cytokine production

The effects of Pb on surface molecule expression in lung DC were
investigated using DC incubated with yeast (at a ratio of 3:1) for 24 h. The phenotype
of the DC was analyzed by flow cytometry using a FACScan (Becton Dickinson). In
order to determine the expression of class Il MHC and co-stimulatory molecules, we
used PE-labeled Mabs against mouse I-A* (11-5.2), CD80 (16-10A1), CD40, CD54
and CD86 (GL1). Supernatants from cultures were assayed for 1L-12, IL-10, TNF-o

and IL-6 by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (Pharmingen).

Mouse infection
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Mice were challenged with an intratracheal inoculation of 1x10° yeast cells of
the virulent Pb strain 18 and after 1, 2, 4 and 15 days, the lungs were removed and
DC were purified as described above. Purified DC were cultured for 24 hrs and the
supernatant was used to determine cytokines. In order to determine cell surface
markers, purified DC were incubated with anti-CD80, anti-CD86, anti-CD54 and anti-
MHC-II and analyzed by flow cytometry.

Transmission electron microscopy

Six hours after intratracheal inoculation with Pb as describe above, lung DC
were purified and fixed overnight with 2.5% glutaraldehyde in 0.1M sodium
cacodylate buffer (ph 7.2) at 4°C, rinsed three times with PBS and post-fixed with 2%
osmium tetraoxide for 2h. Samples were then dehydrated in ethanol at increasing
concentrations (25% to 100%, v/v), air dried and coated with gold (12 nm). The

samples were viewed on a GOL X-100 electron microscope.

TLR2, TLR4 and MyD88 mRNA analysis

Mice were challenged by intratacheal inoculation with 1x10° yeast forms of the
virulent Pb strain 18 and after 24 hr lungs were removed and DC were purified as
described above. The transcription of mMRNA was detected by RT-PCR. Total RNA
from lung dendritic cells was extracted using the commercial kit TRIzol (Invitrogen,
Life Technologies, Carisbad, CA - USA), according to the manufacturer's instructions.
The first strand of cDNA was synthesized from 1ug of total RNA by using Superscript
Il RNAase H-reverse Transcriptase, following the manufacturer's instructions with 0.5
hug of Oligo (dT) 2.8 (Invitrogen, Life Technologies). One-tenth of the cDNA
synthesized was amplified by PCR using 0.33uM sense and anti-sense primers
(Invitrogen Brasil, Life Technologies, SP - Brazil) with Platinum mix (Invitrogen, Life
Technologies) with 1.5U of Tag polymerase and 2.5 mM MgCl in a final volume of
30ul. PCR cycles were performed for 1 min at 94°C for denaturation, 1min30sec at
62°C for annealing; 1min at 72°C for extension and at the first cycle, denaturation was
run for 3 min at 94°C. The sequence of the sense and anti-sense primers, the size of
products, and PCR cycles are as follows: HPGRT: 5-GTT GGA TAC AGG CCA GAC
TTT GTT G-3' and 5-GAG GGT AGG CTG GCC TAT GGC T-3'; TLR2: 5'-ACA GCT
TAC TGT GAC TCT CCG CC-3 and 5-GGT CTT GGT GTT ATT ATC TTG CGC-3
TLR4: 5-GAC CTC AGC TTC AAT GGT GC-3' and 5-TAT CAG AAA TGC TAC

97



AGT GGA TAC C-3'; MyD88: 5-CAC CTG TGT CTG GTC CAT T-3" and 5-CGC
AGG ATA CTG GGA AAG T-3'. A 10 ul sample of each PCR product was submitted
to electrophoresis in a 1.4 % agarose gel. After staining with ethidium bromide

(Sigma), PCR products were visualized by UV transillumination.

T-cell activation

Lung DC isolated from naive or infected mice for 15 days were incubated with
P.brasiliensis-specific T CD4" cells. CD4" T cells from mice immunized for 7 days
with Pb antigen were purified from draining popliteal and brachial lymph nodes by
positive selection using anti-CD4 MACS magnetic beads (Miltenyi Biotec) Lung DC (5
x10° cells) and CD4" T (2 x 10° cells) cells were incubated for 72 h in the presence or
absence of Pb antigen and then pulsed for 16h with [°H]-labeled Thymidine (1
puCi/ml). Cells were collected with an automated cell harvester, and incorporated
radioactivity was measured by liquid scintillation spectrometry. Data were expressed

as mean + standard deviation counts per minute of [°*H] Thymidine incorporation.

Results

In vitro phagocytosis of P. brasiliensis by lung dendritic cells

In order to determine whether lung dendritc cells would phagocytose yeast
forms of Pb in vitro, purified dendritic cells obtained from the lung of resistant and
susceptible mice were exposed to the fungus and the phagocytic index was
determined. We observed that lung DC were able to phagocytose P b. However, DC
from susceptible mice were more phagocytic than dendritic cells from resistant mice
(Fig. 1A).

Next, we evaluated the importance of carbohydrate receptors in this process.
We observed that in the presence of mannan, phagocytosis was inhibited in cells
purified from both mouse strains (Fig. 1B). In contrast, in the presence of laminarin

phagocytosis was inhibited only with cells obtained from susceptible mice (Fig. 1C).

Production of cytokine and expression of co-stimulatory molecules by

lung DC exposed to P. brasiliensis in vitro
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In order to assess the pattern of cytokine production and expression of co-
stimulatory molecules by DC upon phagocytosis of the fungus, purified DC from
lungs of resistant and susceptible mice were exposed to the fungus for 24 h and
cytokines were determined by ELISA whereas expression of co-stimulatory
molecules was done so by flow cytometry. We observed that in the presence of the
fungus, DC from resistant mice produced a low level of cytokine, where only IL-10
was detected (Fig. 2A). However, DC from susceptible mice produced a high
concentration of TNF-a and IL-10 (Figs. 2A and 2B). IL-12 was detected only at basal
levels in cells from both strains of mice (Fig. 2C). There is extensive evidence that
glucan, the major component of the fungal cell wall, is recognized by dectin-1 in
conjunction with TLR2 in DC, leading to the induction of IL-10 production. Therefore,
we then blocked dectin-1 receptors in DC with laminarin and IL-10 -production was
analyzed. We observed that in the presence of laminarin, IL-10 production by DC
obtained from B10.A mice was significantly inhibited (Fig. 2D). No difference was
observed in DC obtained from A/J mice. Using lung DC from TLR2-KO mice, that
present an intermediate pattern of susceptibility to PCM (C57BI/6), we detected a low
level of IL-10 production in the presence of Pb (Fig. 2E).

The analyses of co-stimulatory molecules showed an increase of expression in
CD54 and CD80 in cells from susceptible mice and CD80 in cells from resistant mice
(Fig. 2F).

In vivo uptake of P. brasiliensis by lung DC

To assess whether Pb was internalized in vivo, mice were infected with yeast
cell forms of the fungus and after 6 h lung DC were purified and analyzed by
transmission electron microscopy. We observed that lung DC from both strains of
mice were able to internalize Pb in vivo (Fig. 3).

Expression of TRL2, TLR4 and MyD88 by lung DC after intratacheal
infection with P. brasiliensis

There has been evidence that triggering different TLRs on DC results in
distinct programs of gene expression and cytokine secretion that differentially
regulate the type of adaptive immune response. Therefore, we compared the
expression of TLR2, TLR4 and MyD88 between lung DC from resistant and
susceptible mice after 24 h of infection. We observed that only DC from susceptible
mice expressed TLR2 after infection. On the other hand, TLR4 and MyD88 were

expressed by cells from both strains of mice (Fig. 4). To determine whether the
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inability of expressing TLR2 was intrinsic to lung dendritic cells from A/J mice, we

carried out an experiment using peritoneal macrophages. We observed that

macrophages from naive A/J mice express TLR2 (data not shown).

Expression of co-stimulatory molecules and cytokine production in
dendritic cells during pulmonary infection

After infection or appropriated stimulus, the maturation of DC is characterized
by the up-regulation of MHC-Il and co-stimulatory molecules. In view of this, we
examined and compared the levels of surface molecules on lung DC during a Pb
infection. The kinetics of expression during infection was different when B.10A and
A/J mice were compared. Susceptible mice express high levels of CD86, CD80 and
CD54 on the first and second days of infection, but this level was found to be
decreased after 15 days following infection. On the other hand, DC from resistant
mice expressed low levels of CD86, CD80 and CD54 in the beginning of infection
and the increased after 15 days following infection. The level of MHC-Il increased
throughout the infection in cells from both strains of mice (Fig. 5).

Determination of cytokines showed that DC purified from resistant mice
produced high levels of TNF-a and IL-6 after 4 days of infection. In contrast, the
production of TNF-a and IL-6 by DC from B10.A mice was high after 2 days of
infection and decreased after 4 days. When IL-10 was determined, a relevant
difference was observed between resistant and susceptible mice. DC from
susceptible mice produced a high concentration of IL-10 when compared with
resistant mice and this production increased throughout the infection. IL-12 was only

detected in its basal concentration in both strains of mice (Fig. 6).

P. brasiliensis-specific T cell activation by lung DC after pulmonary
infection

Here we tried to determine whether lung DC from infected animals could
present Pb antigens to T cells. First, we showed that lung naive DC from both strains
of mice were able to induces T cell activation (Before Infection, Fig. 7). However, DC
from susceptible mice lost the capacity to induce T cell activation after 15 days of
infection. In contrast, we observed that DC from resistant mice induced T cell

proliferation efficiently (After Infection, Fig. 7).
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Discussion

The mechanisms underlying resistance or  susceptibilty to
paracoccidioidomycosis (PCM) are not yet clear. Several investigators have
suggested that progressive disseminated forms of PCM in humans are associated
with various degrees of suppressed cell-mediated immunity [26]. This anergy can be
reversed after successful therapy, when normal levels of T cell function are partially
or completely restored [27]

PCM starts with inhalation of the fungus, thus, lung cells such as DC are in the
first line of defense against this microorganism. Therefore, we postulated that lung
DC are important for the phagocytosis of Pb and presentation of Pb antigens to T
cells. Accordingly, in this study, we examined phagocytosis of Pb in vitro and in vivo,
lung DC maturation and cytokine production, and ex vivo T cell-activation of cells
obtained from mice susceptible and resistant to PCM.

First, we analyzed if lung DC were able to phagocytose yeast cells of Pb in
vitro. We observed that DC from susceptible mice were more phagocytic than cells
from resistant mice. Authors have shown that carbohydrates present on the cell wall
of fungi are import for their interaction with DC in the innate immune response [28].
We observed that phagocytosis in the presence of mannan was inhibited in cells
obtained from both strains of mice, but laminarin was inhibitory only to DC from
susceptible mice. This result could explain, at least in part, the high phagocitosis
index observed for DC in cells obtained from susceptible mice. Probably, the fungus
could be phagocyted via mannose and detectin-1 receptors.

Cytokines produced by DC are important for the induction of the inflammatory
signal and stimulation of naive T cells. Our results showed that DC from resistant
mice produced a low concentration of IL-10, IL-12 and TNF-«. In contrast, DC from
susceptible mice produced a high concentration of TNF-o and IL-10. This result
shows that binding to different receptors on DC from susceptible mice could lead to
specific profiles of cytokine production. Authors have shown that binding to a
detectin-1 receptor in conjunction with TLR-2 could induce the production of IL-10
[29]. Therefore, we chose to evaluate the production of IL-10 in DC obtained from

B10.A mice in the presence of laminarin. We observed that IL-10 production was
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significantly inhibited in the presence of laminarin, demonstrating that binding of -
glucan with detectin-1 receptors induces IL-10 production in DC from susceptible
mice. We also observed that TLR-2 is involved in IL-10 production by lung DC, since
DC from C57BL/6 TLR-2KO mice presented a defective production of IL-10.

Efficient T cell activation by DC is dependent on the up-regulation of MHC and
co-stimulatory molecules. We observed in vitro that in the presence of Pb, DC from
resistant mice increased their expression of CD80 molecules, however, expression of
MHC-II, CD86 and CD54 remained unaltered. in contrast, cells obtained from
susceptible mice increased their expression of CD80 and CD54.

In the next phase of our experiment, we analyzed if DC were able to
phagocytose Pb in vivo. The results showed that lung DC phagocytose Pb 6 h after
intratracheal infection. In similar studies involving other pathogens that have the
ability of infecting lung tissue, such as M. tuberculosis [19] and A. fumigatus [20],
lung DC have been shown to phagocytose the organisms in vivo and are responsible
for initiating an adaptive immune response. Thus, we analyzed the kinetics of
expression of co-stimulatory molecules and cytokine production in lung DC after
infection. We observed that DC obtained from resistant mice expressed a low level of
co-stimulatory molecules and cytokine production in the first and second days
following infection, however, after 4 days the concentrations of these molecules and
cytokine production became increased. In contrast, in DC from susceptible mice, the
expression of co-stimulatory molecules and cytokine production was found to be
high in the beginning of infection and decreased after 4 days. The production of IL-10
by DC from susceptible mice was high and this cytokine was found to be increased
after 15 days of infection. This cytokine has inhibitory properties in the PCM model
[9].

The evidence that lung DC, through the production of IL-10, mediate
unresponsiveness to respiratory Ags [30] indicates that local production of
immunregulatory cytokines may affect the ability of DC to instruct T cells as to the
appropriate responses against the invading pathogens. In normal circumstances, a
state of tolerance to inhaled Ags is achieved through several mechanisms including
IL-10 production by local DCs [31].

Besides surface co-stimulatory molecules, DC also expresses TLR that play
an important role in pathogen identification and immune regulation. In the present

study, we found that the expression of the gene for TLR2 is increased after infection
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in B10.A mice, but not in A/J mice. The expression of TLR2 in DC from susceptible
mice could be responsible for the high levels of IL-10 observed. Our in vitro
experiment corroborates these results, where we observed that IL-10 production was
low in DC from TLR2KO mice were incubated with Pb. We also observed that TLR4
was increased in both strains of mice after infection. Similarly, MyD88 was also
expressed in both strains of mice.

Yersinia enterocolitica and Candida albicans have been shown to exploit TLR-
2-mediated IL-10 release to induce immunosupression [32, 33]. In the case of C.
albicans infection, this effect is attained through generation of CD4*CD25" regulatory
cells. Lack of TLR-2 in knockout mice renders them resistant to lethal Yersinia and
Candida infections. Similarly, A. fumigattus also evade immune recognition during
germination through TLR-2-mediated |IL-10 production [34].

Finally, we examined the potential of pulmonary DC from infected mice in
presenting antigens to Paracoccidioides-specific T cells ex vivo. We showed that DC
from resistant mice were able to activate T cells. However, DC from susceptible mice
did not induce T cell activation.

In conclusion, our data suggest that Pb induces regulatory DC in susceptible
mice, which secrete IL-10 in abundance, but little or no IL-12, inducing an impaired T
cell response. Such regulatory DC appear to be induced via activation of TLR-2 and
dectin-1 receptors, which promotes IL-10 production to down-modulate the host's
microbicidal activity, thus contributing to the susceptibility of B10.A mice against Pb

infection.
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Legends of Figures

Figure 1: Phagocytic index. Lung dendritic cell were purified from naive susceptible
(B10A) or resistant (A/J) mice and co-cultured with P. brasiliensis (parasite-to-cell
ratio, 3:1) for 4 h and stained with Giemsa stain (1A). Effect of mannan (B) or
laminarin (C) on internalization of P. brasiliensis by dendritic cells. Dendritic cells

were incubated with mannan or laminarin at 100ug/ml for 30 min before the addition
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of P. brasiliensis at ratio of 3:1 (yeast/dendritic cells). Internalized fungal cells were
visualized by light microscopy after 4 h of incubation to determine the Phagocytic

index. The results are representative of three independent experiments.

*p<0.05 as compared with dendritic cells cultivated without treatment.

#*p<0.05 as compared with dendritic cells from A/J mice

Figure 2: Influence of P. brasiliesnis on the release of IL-10 (A) and TNF-a (B) and
IL-12 (C) by lung dendritic cells. After 24 h the supernatants were harvested, then IL-
10, TNF-a and IL-12 quantified by ELISA. 2D: Influence of laminarin on the release
IL-10 by lung dendritic cells from susceptible mice B10A. Dendritic cells were
incubated with laminarin at 100ug/ml for 30 min before the addition of P. brasiliensis
at ratio of 3:1 (yeast/dendritic cells) and after 24 h the supernatant was harvested
and IL-10 quantified. 2E: Influence of TLR2 on the release IL-10 by lung dendritic
cells. Lung dendritic cells were purified from TLR2 KO and WT mice and incubated
with P. brasiliensis at ratio of 3:1 (yeast/dendritic cells) and after 24 h the supernatant
was harvested and IL-10 quantified. 2F: Flow cytometry of expression of MHCII,
CD80, CD86 and CD54 of lung dendritic cells from A/J and B10A mice in presence or
absence of P. brasiliensis. Data are displayed as a means of fluorescence intensity
(MFI) obtained with specific mAbs. Results are representative of three independent

experiments.

*p<0.05 as compared with dendritic cells cultivated without Pb or treatment

Figure 3: Electronic microscopy of P. brasiliensis-infected lung dendritic cells after 6
hr of infection showing yeast inside of dendritc cells from A/J (A) and B10A (B) mice

(black arrows).

Figure 4: TLR2, TLR4 and MyD88 expression in lung dendritc cells after P.
brasiliensis infection . A/J and B10A mice were challenged by intratacheal
inoculation of 1x10° yeast forms of the virulent Pb strain 18 and after 24 hr lungs
were removed and DCs were purified. The expression of TLR2, TLR4 and MyD88 in
lung dendritic cells were assessed. The expression of HPGRT was evaluated as a

control. C: Represent animals challenged with PBS (control) and I: Represent
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animals challenged with P. brasiliensis. The results are representative of three
independent experiments.

Figure 5: Lung dendritic cells kinetic of co-stimulatory molecules expression during
infection with P. brasiliensis. AlJ and B10A mice were challenged by intratacheal
inoculation of 1x10° yeast forms of the virulent Pb strain 18 and after 1, 2, 4 and 15
days DC were purified and means of fluorescence intensity (MFI) obtained with
specific mAbs. The horizontal dotted lane denote mean of MFI of lung dendritic cells
from non-infected B10.A mice. The horizontal continued lane denote mean of MFI of
lung dendritic cells from non-infected A/J mice. The results are representative of
three independent experiments.

Figure 6: Lung dendritic cells kinetic of cytokine production during infection with P.
brasiliensis. A/J and B10A mice were challenged by intratacheal inoculation of 1x10°
yeast forms of the virulent Pb strain 18 and after 1, 2, 4 and 15 days DC were purified
and cultured by 24 hr. After 24 hr the supernatant was harvested and cytokine
determined. Controls represent the mean of cytokine production by lung dendritic
cells from non-immunized mice. The results are representative of three independent
experiments.

Figure 7: Proliferation of P. brasiliensis-specific T cells in response to ex vivo
stimulation by lung dendritic cells from infected (After Infection) or not infected
(Before Infection) mice. Mice were not challenged (naive) or were inoculated with P.
brasiliensis. At 15 days post-inoculation, mice were sacrificed and lung dendritic cells
purified. Dendritic cells were then incubated with purified CD4+T cells specific for P.
brasiliensis in different concentrations of Ag (CFA). Proliferative response was
determined 72 h later in a [°H] thymidine incorporation assay. The results are
representative of three independent experiments and are expressed as arithmetic

means+ SD.
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Figure 4
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Figure 6
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Figure 7

AlJ

Before Infection

B10A

= |
|

J

T cell+DC TcoliDC+2Ag T cellfDCA5Ag T cells DG 10Ag T celeDC T celsDC42Ag T celsDCr5Ag T el DG+ 10AG
After Infection
20000
| 20000
| e
150001 | ‘
i ! |
E moool
g 10000 & 1000
il ’__—.—_‘ =3
A i | o . ————— |
TceleDC TcelsDCe2Ag T coilsDC+5Ag Tcall+DC+10Ag T call+DC+2Ag T cell+DT+5Ag T eeitsDC+ 10Ag

113



UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
% Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal

3
R
Vo o N"‘

OrCEFA n®i4/2004

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto “Estudo de células dendriticas
pulmonares na paracoccidioidomicose experimental” (Protocolo
n°36), sob a responsabilidade do(a) Sr(a). Karen Spadari Ferreira e
do orientador(a) Sandro Rogério de Almeida, estd de acordo com os
Principios Eticos na Experimentagdo Animal adotado pelo Colégio
Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA) e foi aprovado pela

Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) desta
Faculdade, em 05/04/2004.

Sdo Paulo, 06 de abril de 2004.

C/uvvu//&k W«/L

Prof. Assoc. Elfriede Marianne Bacchi
Coordenadora da CEEA

Av. Prof. Lineu Prestes, 580 - Bloco 13 A - Cidade Universitaria - CEP 06508-900 - Sio Paulo - SP
Fone: (11) 30913677 / Fax: (11) 3031-8986 - e-mail: rtrigo@usp.br



	Page 1
	Page 2
	Page 3
	Page 4
	Page 5
	Page 6
	Page 7
	Page 8
	Page 9
	Page 10
	Page 11
	Page 12
	Page 13
	Page 14
	Page 15
	Page 16
	Page 17
	Page 18
	Page 19
	Page 20
	Page 21
	Page 22
	Page 23
	Page 24
	Page 25
	Page 26
	Page 27
	Page 28
	Page 29
	Page 30
	Page 31
	Page 32
	Page 33
	Page 34
	Page 35
	Page 36
	Page 37
	Page 38
	Page 39
	Page 40
	Page 41
	Page 42
	Page 43
	Page 44
	Page 45
	Page 46
	Page 47
	Page 48
	Page 49
	Page 50
	Page 51
	Page 52
	Page 53
	Page 54
	karen_ferreira_d_34_74_oti.pdf
	Page 1
	Page 2
	Page 3
	Page 4
	Page 5
	Page 6
	Page 7
	Page 8
	Page 9
	Page 10
	Page 11
	Page 12
	Page 13
	Page 14
	Page 15
	Page 16
	Page 17
	Page 18
	Page 19
	Page 20
	Page 21
	Page 22
	Page 23
	Page 24
	Page 25
	Page 26
	Page 27
	Page 28
	Page 29
	Page 30
	Page 31
	Page 32
	Page 33
	Page 34
	Page 35
	Page 36
	Page 37
	Page 38
	Page 39
	Page 40
	Page 41
	Page 42
	Page 43
	Page 44
	Page 45

	karen_ferreira_d_75_114_oti.pdf
	Page 1
	Page 2
	Page 3
	Page 4
	Page 5
	Page 6
	Page 7
	Page 8
	Page 9
	Page 10
	Page 11
	Page 12
	Page 13
	Page 14
	Page 15
	Page 16
	Page 17
	Page 18
	Page 19
	Page 20
	Page 21
	Page 22
	Page 23
	Page 24
	Page 25
	Page 26
	Page 27
	Page 28
	Page 29
	Page 30
	Page 31
	Page 32
	Page 33
	Page 34
	Page 35
	Page 36
	Page 37
	Page 38
	Page 39
	Page 40
	Page 41




