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RESUMO

PINA, A. Atividade fungicida e secretora de macrofagos alveolares de camundongos
susceptiveis e resistentes infectados pelo P. brasiliensis. Sdo Paulo, 2005. 118p. Tese de
Doutorado — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Analises Clinicas - Universidade de
Sao Paulo/USP.

Estudos em nosso laboratério caracterizaram camundongos B10.A e A/J, respectivamente,
como susceptiveis e resistentes a infec¢do pulmonar pelo fungo Paracoccidioides
brasiliensis. A imunidade inata desempenha papel fundamental no controle inicial dos
patogenos e na regulagdo da resposta imune adquirida. Como os macrofagos alveolares sdo
as primeiras células do hospedeiro a interagir com o fungo, propusemo-nos a estudar a
capacidade fungicida e secretora dos macréfagos alveolares de camundongos susceptiveis
e resistentes ao P. brasiliensis para melhor compreender a PCM pulmonar. Camundongos
B10.A e A/J normais (n: 10-15) foram submetidos a lavagem bronco-alveolar (LBA) e a
suspensdo celular obtida (2x10° células/pogo) foi pré-ativada durante a noite com IFN-y,
IL-12 ou a combinagio destas duas citocinas (50.000, 10.000 e 2.000 pg/mL) e desafiados
in vifro com leveduras viaveis de P. brasiliensis (relagdo fungo-macréfagos de 1:50). Apos
72h de incubag@o a atividade fungicida dos macrofagos foi avaliada através da contagem
do numero de fungos vidveis pelo método de unidades formadoras de colonias (UFC). A
producio de nitrito e de citocinas foi avaliada no sobrenadante de cultivo através da reagio
de Griess e ELISA, respectivamente. Os dados foram expressos como meédia = EP e
analisados pelo teste T-Student. Nossos resultados mostraram que os macrofagos de
camundongos B10.A pré-ativados com IFN-y, IL-12 ou ambas as citocinas nas diferentes
concentragdes ensaiadas apresentaram elevada capacidade fungicida (51-97%)
acompanhada de produgdo aumentada de NO, IL-12 e MCP-1 e baixa sintese de IL-10 e
GM-CSF. Por outro lado, somente o tratamento com a mais alta concentra¢do de IFN-y foi
capaz de induzir atividade fungicida em macréfagos alveolares de animais A/J. A sintese
de NO ocorreu sempre em baixos niveis € nos sobrenadantes dos co-cultivos observamos
altos niveis de IL-10 e GM-CSF associados a baixas concentragdes de IL-12 ¢ MCP-1. A
inibi¢do da sintese de NO por aminoguanidina demonstrou que a atividade fungicida dos
macrofagos de animais B10.A, mas ndo de A/J, era mediada por este composto. O

tratamento dos macrofagos com anticorpo monoclonal anti-IL-10 n3o alterou a capacidade



fungicida dos macrofagos de ambas as linhagens, entretanto induziu franca produgio de
NO que, para animais A/J, ndo se traduziu em atividade microbicida aparente. Por outro
lado, a neutralizagdo de TGF-B induziu alta capacidade fungicida das células de animais
A/], niveis aumentados de NO e TNF-a aliados a niveis reduzidos de [L-10. O mesmo
tratamento ndo alterou a ja elevada capacidade fungicida dos macrofagos alveolares de
animais B10.A mas aumentou a produg¢do de NO, IL-12 e TNF-a. Em conclusdo, os
macrofagos alveolares de camundongos B10. A s3o facilmente ativaveis por IFN-y e [L-12,
apresentam elevada capacidade fungicida, NO-dependente, sobre leveduras do P.
brasiliensis associada com a sintese de niveis elevados de NO e IL-12. Por outro lado, os
macrofagos de camundongos A/J sdo pobremente ativados por IFN-y e IL-12, produzem
baixos niveis de NO, a sua capacidade fungicida, que parece ser NO-independente, pode
ser aumentada pela neutralizagdo do TGF-$3 endégeno, mas ndo pelo tratamento com anti-

[L-10.

Palavras chave: paracoccidioidomicose, fungo, macréfagos, camundongos susceptiveis e

resistentes, imunidade inata.



ABSTRACT

PINA, A. Fungicidal and secretory ability of alveolar macrophages from susceptible
and resistant mice infected with P. brasiliensis. Sio Paulo, 2005. 118p. Tese de
Doutorado — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Analises Clinicas - Universidade de
S3o Paulo/USP.

Previous studies in our laboratory characterized B10.A and A/J mice as susceptible and
resistant strains to pulmonary Paracoccidioides brasiliensis infection. Innate immunity
plays a fundamental role on the control of the initial growth of pathogens as well as in the
acquired immunity that subsequently develops. As alveolar macrophages are the first host
cells to interact with P. brasiliensis we decided to study the fungicidal and secretory ability
of alveolar macrophages from resistant and susceptible mice to P. brasiliensis to better
understand the pulmonary model of paracoccidioidomycosis. Normal B10.A and A/J mice
(n=10-15) were submitted to bronchoalveolar lavage (BAL) and cell suspensions
(2x10°cells/well) were pre-activated overnight with IFN-y, IL-12 or the combination of
these two cytokines (50,000, 10,000 and 2,000 pg/mL). After that, macrophages were in
vitro challenged with P. brasiliensis yeasts (1:50 fungus:macrophage ratio) and 72h later
fungicidal activity was determined by colony forming units counts (CFU). Nitrite and
cytokines production were determined in culture supernatants by Griess reaction and
ELISA, respectively. Data were expressed as means = SE and analyzed by Student’s t test.
Our results showed that B10.A macrophages pre-activated with the different assayed
concentrations of [FN-y, [L-12 or both cytokines presented elevated fungicidal ability (51-
97%) concomitant with the presence of high levels of NO, [L-12 and MCP-1 and low
amounts of IL-10 and GM-CSF. NO synthesis occurred in low levels but high
concentrattons of IL-10 and GM-CSF associated to low amounts of [L.-12 and MCP-1 were
detected in the co-cultures supernatants. NO synthesis inhibition by aminoguanidine
clearly showed that the fungicidal ability of B10.A but not of A/J macrophages was NO-
dependent. Treatment with anti-IL-10 monoclonal antibodies did not alter the fungicidal
ability of macrophages from both mouse strains but enhanced NO synthesis which,
however, did not alter the absent microbicidal ability of A/J macrophages. On the contrary,
anti-TGF-B treatment induced an increased fungicidal ability of A/J cells associated with
enhanced levels of NO and TNF-a besides diminished amounts of IL-10. The same

treatment did not alter the high fungicidal ability of B10.A alveolar macrophages but



increased NO, IL-12 and TNF-a production. In conclusion, alveolar macrophages from
susceptible mice are easily activated by IFN-y and IL-12, present a high and NO-dependent
ability to kill P. brasiliensis yeasts and secrete elevated levels of NO and IL-12. In
contrast, alveolar macrophages from resistant mice are poorly activated by IFN-y and IL-
12, secrete low amounts of NO and high of IL.-10. Their fungicidal ability which appears to
be NO-independent can be restored by neutralization of endogenous TGF-$ but not by

anti-IL-10 treatment.

Keywords: paracoccidioidomycosis, fungi, macrophages, susceptible and resistant mice,

innate immunity.
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INTRODUGAO

A Paracoccidioidomicose (PCM) & uma doenga crbnica granulomatosa,
causada pelo fungo Paracoccidioides brasiliensis (Pb). E a micose profunda mais
comum no Brasil (Wanke & Londero, 1994) e endémica em varios paises latino-
americanos, principalmente na Venezuela, Colédmbia, Argentina e Meéxico
(Mackinnon, 1972; Sihma & CIB, 1986; Restrepo, 1985; Lacaz et al., 1991). E
mais frequente em adultos de 20 a 60 anos de idade, do sexo masculino, que
exercem atividades agricolas (Fava Netto et al., 1965).

O fungo Pb, é conhecido até o presente momento na sua forma
assexuada, imperfeita (Almeida, 1930 apud Lacaz, 1994). Este fungo apresenta
caracteristica dimorfica, crescendo na forma miceliar a temperatura de 25 a 27°C,
apresentando colénias de aspecto cotonoso, de crescimento lento e, observado
ao microscopio, apresenta hifas hialinas delgadas e septadas. Na forma
leveduriforme a 35 - 37°C, o fungo cresce como colénias cerebriformes, que ao
exame microscopio pode apresentar formas arredondadas ou ovaladas, ou
multibrotantes, com aspecto morfolégico caracteristico de roda de leme, com
didmetro variavel de 1-30 um (Lacaz et al.,, 1991). As caracteristicas da fase
leveduriforme sao utilizadas no diagndstico micoldégico da PCM, por ser a
morfologia que o fungo apresenta na vida parasitaria.

O habitat natural do agente etioldgico € exdégeno ao homem, no entanto,
ainda permanece pouco conhecido (Restrepo, 1985), tendo sido isolado de fezes
de pinguim (Garcia et al., 1993), de ragéo de cachorro (Ferreira et al., 1990) e de
solo (Albornoz, 1971; Negroni et al., 1966 e Silva-Vergara et al., 1998). Acredita-
se que micélios e conidios cres¢cam no solo, na agua e nas plantas a temperatura
ambiente e seriam as formas infectantes naturais do Pb (Restrepo, 1985).

O homem é o hospedeiro conhecido, capaz de desenvolver a doenga e
contaminado possivelmente por via respiratéria (Gonzalez-Ochoa, 1972; Restrepo

et al., 1970; Pupo, 1965). Outras vias infectantes foram também descritas, entre



as quais a penetragdo do fungo em tecido traumatizado (Soares & labuki, 1974;
Brito, 1973; Bopp, 1955).

Alguns trabalhos relataram o isolamento do Pb a partir das visceras de
tatus (Dazypus novemcinctus), sugerindo que esses animais sejam o reservatorio
natural da PCM. Assim, Naiff et al. (1986) isolaram este fungo das visceras
destes animais que habitavam no interior do Para. Posteriormente, Bagagli et al.
(1998) também isolaram o fungo a partir das visceras de tatus da regido de
Botucatu, interior de Sdo Paulo. Todos os isolados obtidos desses animais foram
virulentos em modelos experimentais de hamster e mostraram similaridades
micoldgicas, bioguimicas, antigénicas e moleculares com os isolados humanos
(Sano et al., 1998-99a; Sano et al., 1998-99b).

A PCM é considerada moléstia nao contagiosa sem notificagdo
compulséria, sendo assim dificil estimar o numero exato de casos, entretanto, é
suposto que em areas endémicas grande numero de individuos possam ser
infectados pelo fungo pela inalagdo de conidios infectantes que, atingindo os
puimdes podem desenvolver o foco primario ou disseminar por via
linfohematogénica em diferentes 6rgao ou sistemas (Restrepo, 1988; Restrepo et
al., 1985). '

A incidéncia da PCM é cerca de 13 a 87 vezes maior em homens do que
em mulheres, apesar do contato do fungo ser praticamente o mesmo para ambos
os sexos (Franco et al., 1987). A suspeita de que a protecdo nas mulheres fosse
devida a influéncia hormonal, foi apoiada pela observacao de que a
transformagdo do micélio (infectante) para a forma leveduriforme (doenca) era
inibida pelo horménio 17-B estradiol. O mecanismo pelo qual o 17- estradiol atua
no Pb seria o bloqueio da sintese de proteinas que se expressam durante a
transformacéo da fase de micélio para levedura. Deste modo, o estrogeno pode
interferir na patogenicidade do fungo Pb (Loose et al., 1983). Alem disso, estudos
recentes demonstram que o 17-B estradiol pode induzir in vitro a produgdo de
oxido nitrico (NO) e aumento da expressdo da enzima Oxido nitrico sintase
induzida (iNOS) em macrofagos peritoneais (Hong et al., 2004).

Uma vez que o sistema imune do hospedeiro entre em contato com o
fungo, caracteristicas do individuo (idade, sexo, estado nutricional entre outras),

do fungo (viruléncia e antigenicidade) e da interagdo entre eles contribuirdo para



que se instale a PCM-infeccdo ou a PCM-doencga (revisado por Franco et al.,
1993).

A maioria dos individuos infectados usualmente desenvolve infecg¢ao
puimonar assintomatica caracterizando a PCM-infec¢cdo. Neste caso, a infec¢éo
se localiza nos pulmdes ou em tecido mucocutaneo e o foco infeccioso pode
desaparecer (Sihma & CIB, 1986; Franco et al., 1987). A infec¢do também pode
evoluir de assintomatica para progressiva, com disseminagao para varios 6rgaos,
causando diversas lesdes; este quadro caracteriza a PCM-doenga a qual pode

evoluir para a forma aguda ou subaguda ou para a forma crénica que pode ser

subdividida em branda, moderada e grave (Franco et al., 1987).

A forma aguda ou juvenil (FJ) da doenca apresenta disseminagao
sistémica, com hipertrofia do bacgo, figado, linfonodos e alteragdo da medula-
Ossea. Esta forma clinica representa cerca de 3 a 5% dos casos, € mais frequente
em jovens com idade inferior aos 30 anos (Franco et al., 1989; Brummer et al.,
1993) e os pacientes apresentam predominio de citocinas do padrao Th2, altos
niveis de anticorpos especificos e de IgE, eosinofilia e resposta imune celular
suprimida (Mota et al., 1985; Benard et al,, 1997). Nesta mesma linha, trabalho
desenvolvido por Mamoni et al (2002) também mostrou que pacientes com FJ
desenvolvem niveis aumentados de IgG4, IgE, IgA e TGF-B.

Por outro lado, a forma crdnica ou adulta (FA) representa cerca de 90%
dos casos, € frequente em homens adultos, apresenta curso lento,
comprometimento pulmonar, disseminagédo podendo afetar mucosas, linfonodos,
adrenais e, menos freqlentemente, o sistema nervoso central, medula e 6rgéos
genitais (Franco et al., 1989; Brummer et al., 1993). Pacientes com a FA menos
grave apresentam niveis elevados de citocinas do padréao Th1 (IFN-y) além de
anticorpos especificos IgG2 e IgA (imunoglobulina de mucosa), sugerindo certo
controle da infecgdo e doenga menos grave (Baida et al., 1999).

Geralmente, com a evolugdo da forma grave da doenga, ha depresséo da
imunidade celular e elevacdo dos titulos de anticorpos especificos (Mota et al.,
1985; Biagioni et al., 1984). Ha também diferencas marcantes nos achados
histopatolégicos. Na forma benigna da doenca aparecem granulomas epitelidides
compactos e na forma grave os granulomas s&o frouxos, supurativos com

numerosas células fungicas (Fava Netto, 1961).



Do ponto de vista da resposta imunoldégica, os pacientes
paracoccidioidomicoticos tém sido classificados em duas formas polares (Lacaz et
al., 1982): 1) um polo hiperérgico, que se apresenta como uma forma benigna da
doenca, onde a infecgdo € localizada, o hospedeiro apresenta resposta imune
celular preservada, baixos titulos de anticorpos e os achados histopatologicos
mostram a formacdo de granulomas epitelidides compactos contendo poucos
fungos e, 2) um pdlo anérgico, que se apresenta como uma forma maligna da
micose, com disseminacao da infeccdo, resposta celular deprimida e altos niveis
de anticorpos especificos, apresentam na histologia areas de inflamacéo
granulomatosa mista (frouxa e supurativa) com extensas areas de necrose e

abundantes células do fungo.

Usando um modelo de infecgéo intraperitoneal (i.p.) de PCM, Calich et al.
(1985) demonstraram que havia diferencas significantes na susceptibilidade ao
fungo entre varias linhagens isogénicas de camundongos: A/Sn foi caracterizada
como a mais resistente enquanto que animais B10.A mostraram-se altamente
susceptiveis a infeccéo pelo Pb. Cano et al. (1995) desenvolveram um modelo de
PCM pulmonar empregando as mesmas linhagens de camundongos, mas
utilizando a via intratraqueal (i.t.) de infec¢do. Foi verificado que camundongos
A/Sn desenvolvem PCM crénica, benigna e restrita aos pulmbes enquanto que
animais B10.A desenvolvem doenca disseminada e progressiva.

Os resultados obtidos sobre a PCM até o momento sugerem que a
resisténcia a doenga esta associada a atividade de linfocitos T, macrofagos (Ma)
e células B mediadas por interferon-gama (IFN-y) (Cano et al., 1995).

Trabalho desenvolvido por Souto et al. (2000) demonstrou que a PCM
experimental induzida por via intravenosa era mais grave em camundongos
C57BL/6 cujos genes para o IFN-y ou para o gene p55 do receptor do TNF-a
haviam sido nocauteados por recombinagdo homdloga. Camundongos C57BL/6
selvagens apresentaram doenga mais controlada e granulomas organizados,
enquanto que a infec¢do nos animais deficientes para IFN-y e para o receptor de
TNF-ao foi mais grave (especialmente nos animais IFN-y KO), induziu mortalidade

precoce e apresentou-se sob forma de lesGes disseminadas e desorganizadas.



O IFN-y pode ativar diversas células da imunidade natural e adquirida; por
exemplo, em infecgao fungica, Salkowski & Balish (1991) demonstraram que o
IFN-y aumenta a atividade de células NK (“Natural Killer’) durante a infec¢ao
criptococica e que o tratamento com o anticorpo monoclonal (AcM) anti-IFN-y
prejudicava a eliminagao do fungo dos pulmoes, bacgo e figado.

Em nosso modelo experimental Cano et al. (1998) demonstraram que a
deplecdo in vivo do IFN-y por AcM agravou a doenga, tanto de animais
susceptiveis como resistentes ao fungo. Em animais depletados houve aumento
da carga fangica pulmonar, disseminagao precoce para o figado e bago, prejuizo
da imunidade celular resultando em respostas de hipersensibilidade tardia
diminuidas ou ausentes, e a producdo de niveis mais elevados de anticorpos dos
isotipos 19G1 e 1gG2b.

O IFN-y exerce um papel protetor na PCM através do controle da
multiplicagdo de fungos por fagocitos, como previamente demonstrado por
diversos pesquisadores (Brummer, 1994; Cano et al., 1998; Moscardi-Bacchi et
al., 1994). Entao, esta citocina parece ser o principal mediador da resisténcia
contra infec¢cbes causadas por Pb em camundongos, e sua acao parece ser
exercida através da atividade anti-fngica dos M@ que produzem NO, um potente
mediador da morte do fungo. O IFN-y pode também ativar e aumentar a atividade
fungicida de leucécitos PMN, que, entretanto, exercem sua atividade através de
radicais reativos do oxigénio (Brummer et al., 1994).

O sistema mononuclear fagocitico constitui um importante mecanismo
efetor na imunidade natural e adquirida contra varios patégenos. No nosso
modelo experimental de infecgao i.p., Kashino et al. (1995) demonstraram que os
M@ desempenham um papel fundamental na defesa de hospedeiros susceptiveis
e resistentes ao Pb. O blogueio in vivo dos Mg por tratamento com carvao coloidal
aumentou a mortalidade e a gravidade das lesdes tanto de animais susceptiveis
como resistentes ao fungo.

Estudando mais a PCM, tanto no modelo i.p. como na PCM pulmonar,
verificou-se que a infeccdo pelo Pb leva a diferentes graus de ativagao
macrofagica que depende do padrdao genético da linhagem de camundongo
empregada. Assim, na infecgdo i.p., durante o primeiro més da doenc¢a induzida

pelo isolado virulento Pb18, M@ de animais resistentes apresentam atividade



aumentada de espraiamento no vidro e de produg&o de perdxido de hidrogénio
(Calich, 1994). Por outro lado, M@ de animais susceptiveis n&o apresentam estas
atividades. Os M@ de ambas as linhagens, entretanto, apresentam expresséo
aumentada de antigenos do complexo de histocompatibilidade principal de classe
Il (revisto por Calich et al., 1994).

No modelo de infecgdo pulmonar, Cano et al. (1995) demonstraram que M@
alveolares de camundongos resistentes produzem altos niveis de perdxido de
hidrogénio (H-0;) a partir do segundo més de infeccdo, enquanto que esta
populacao celular de animais susceptiveis ndo o faz. Entretanto, em elegante
trabalno Brummer (1994) demonstrou que a atividade fungicida sobre o Pb
desenvolvida por M@ murinos (BALB/c) ativados n&o podia ser abolida por
tratamento com superoéxido dismutase, catalase ou azida sodica, sugerindo que o
mecanismo fungicida era independente dos produtos da explosado respiratoria,
portanto independentes do oxigénio.

Trabalho desenvolvido por Popi et al. (2002) explicou um pouco mais a
influéncia da molécula glicoprotéica gp-43 (principal componente antigénico do
fungo) na interagdo in vitro do P. brasiliensis com os M@. Resultados mostraram
que o indice de atividade fungicida dos Mg peritoneais de camundongos B10.A e
A/Sn contra o fungo esteve reduzida quando foi adicionada a glicoproteina gp-43
em diferentes concentracgoes (25, 50, 75, 100 e 150 ug/mL). Assim, esse antigeno
que é o mais importante indutor da produgdo de anticorpos na PCM teria um
efeito desativador de Mg.

Matos Grosso et al. (2003) estudaram a influéncia da molécula
glicoproteica gp-70 na interagéo in vitro do Pb com os M@. A gp-70 esta localizada
no compartimento intracetular do fungo Pb e se encontra no soro de cerca de 96%
dos pacientes com PCM. Os resultados mostram que a gp—70 inibe a capacidade
fagocitica de Mg peritoneais in vitro e a liberacdo de NO e H;O,. Para melhor
definir a funcdo da gp-70 na PCM experimental foi analisado o efeito da
imunizacao passiva de camundongos durante a infecggo com Pb usando um AcM
anti-gp-70. Este tratamento levou a diminui¢@o de fungos recuperados no pulméo,
sugerindo que a proteina facilita o estabelecimento fungico e a progresséo da

les@o na infecgdo primaria.



Algumas vezes, os Mo residentes néo sé&o capazes de destruir patoégenos e
necessitam da ativagao por meio de células T helper (Th), através de citocinas
que ativam a sua func¢ao de células efetoras.

Muitos trabalhos ja relataram que Mg peritoneais e alveolares quando
ativados por IFN-v apresentam atividade microbicida aumentada contra diversos
patdgenos, entre eles o Pb (Brummer et al., 1988; Cano et al., 1992; Mody et al.,
1991; Brummer et al., 1994). Ao contrario do sistema murino, o IFN-v ndo ativa a
capacidade fungicida dos Me humanos contra o Histoplasma capsulatum
(Fleischmann et al., 1990; Newman & Gootee, 1992). As citocinas que ativam Mo
humanos para inibir o crescimento intracelular do H. capsulatum sao: GM-CSF,
IL-3 e M-CSF (Newman & Gootee, 1992).

Os Mg murinos quando ativados por LPS, IFN-y ou TNF-o produzem dois
tipos de produtos reativos caracterizados por suas atividades citotdxicas:
intermediarios reativos do oxigénio (ROIl) e intermediarios reativos do nitrogénio
(RNI) (Drapier et al., 1994; Nathan, 1987).

O NO, um dos mais importantes RNI, é gerado pela oxidagdo de um dos
nitrogénios da molécula do aminoacido L-arginina (Hibbs et al., 1987; 1988). A
enzima INOS é a responsavel pela produgao de NO e esta envolvida tanto em
processos inflamatdérios como infecciosos (Macmicking et al., 1997). Ndo ha
evidéncias de que a iINOS de Mo possa ser expressa sem a agdo prévia de
citocinas (como o IFN-y) e produtos microbianos como o LPS.

Diversos modelos experimentais tém demonstrado que o NO € a molécula
responsavel pelo efeito citotoxico exercido por Mg, sobre uma grande variedade
de microrganismos e parasitas tais como Schistosoma mansoni (James & Glaven,
1989), Leishmania major (Bogdan et al., 1991; Green et al., 1993; Liew et al.,
1990; Mauél et al.,, 1991), Trypanosoma cruzi (Mufioz-Fernandes et al., 1992;
Norris et al., 1995), Plasmodium falciparum e P.chabaudi (Clark et al., 1992;
Taylor-Robinson et al., 1993), e diversos fungos como o Criptococcus neoformans
(Granger et al., 1990), o H. capsulatum (Lane et al., 1994: Nakamura et al., 1994)
e a Candida albicans (Blasi et al., 1995). Entretanto, o NO nado parece estar
envolvido na atividade fungicida de Mg alveolares murinos e humanos contra
outros fungos tais como, Aspergillus fumigatus (Michaliszyn et al., 1995; Taramelli
et al., 1996) e Pneumocystis carinii (Shellito et al., 1996).



Em um modelo de infecgéo in vitro de M@ peritoneais por conideos de Pb,
Gonzalez et al. (2000) recentemente demonstraram que o NO induzido pela
ativagdo macrofagica por IFN-y participa da inibicdo da transformagao dos
esporos em ceélulas leveduriformes e da atividade fungicida. Estes resultados
estdo de acordo com aqueles obtidos por Bocca et al. (1998) que demonstraram
que o tratamento in vivo com um inibidor de NO agrava a doeng¢a de
camundongos (C57BL/6) infectados pelo Pb. Entretanto, no curso da doenca o
NO também induz imunossupressdo que se manifesta por diminui¢do da
linfoproliferacdo e da expressdo de antigenos de classe |l (Bocca et al., 1998;
1999).

No modelo de infecg¢do i.p., 0 nosso grupo demonstrou comportamentos
diferentes de Me peritoneais infectados in vitro com o Pb. Assim, M@ de animais
resistentes produzem altos niveis de TNF-a porém a secrec¢ao de NO é reduzida.
Ao contrario, M@ de camundongos susceptiveis estimulados por leveduras vivas
do fungo produzem niveis elevados de NO e baixos ou praticamente ausentes de
TNF-a. Como o NO tem dupla funcdo na PCM (induz a atividade fungicida dos
Mg, mas leva a supresséo da linfoproliferacéo), experimentos de deplegéo in vivo
de NO foram realizados com camundongos resistentes e susceptiveis ao fungo. A
doeng¢a mostrou-se mais grave em ambas as linhagens. Além disso, utilizando
camundongos C57BL/6 geneticamente deficientes para o gene de NO-Sintase 2
foi verificado que a auséncia de sintese de NO é acompanhada por infecgéo
muito grave com lesdes disseminadas e ricas em fungos em ativo brotamento em
varios orgaos (Nascimento et al., 2002).

As citocinas sdo potentes reguladoras da fungdo macrofagica. As
chamadas pro-inflamatérias desempenham importante papel na indugdo da
atividade microbicida dos fagdcitos, e entre elas estéo incluidas o IFN-y, 0 TNF-q,
o GM-CSF, a IL-12, e a IL-18. As citocinas anti-inflamatérias como o TGF-, a IL-
10 e a IL-4 desempenham atividade desativadora de M@ e a sua produgdo
desbalanceada leva a infecgbes graves, principalmente aquelas produzidas por
pétégenos intracelulares (Mosmann et al., 1991; Hoft et al.,, 2000; Reiner et al.,
1995; Scott et al., 1998).

A resposta imune em algumas situagdes pode apresentar-se polarizada

dependendo da ativacdo preferencial de distintas subpopulacdes linfocitarias.



Linfocitos do padrao Th1, CD4", secretam IFN-y e IL-2 enquanto que aqueles com
fenodtipo Th2 produzem IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 (Bottomly, 1988; Cher et al., 1987;
Mosmann et al., 1986: Mosmann et al., 1989; Romagnani et al., 1991). O protétipo
de resposta imune polarizada contra patdégenos é aquela desenvolvida por
camundongos resistentes e susceptiveis a infeccdo pelo protozoario L. major.
Camundongos resistentes do genétipo C57BL/6 apresentam ativacao preferencial
de células Th1 e a infecgdo evolui para a cura, com Mg ativados que impedem a
progressdo da doeng¢a. Camundongos susceptiveis da linhagem BALB/c, por
outro lado, ativam preferencialmente linfocitos Th2 que, por impedirem a ativacao
eficiente de Mg, desenvolvem leishnmaniose disseminada e fatal (Bogdan et al,,
1991; Reiner et al., 1995; Nabors et al., 1995).

Muitas patologias experimentais € humanas seguem o padrdo polarizado
de ativacdo Th1/Th2. A asma e a resposta imune contra helmintos sdo situagdes
de ativacdo preferencial de células Th2 enquanto que algumas doencgas auto-
imunes e a resisténcia imunoldgica a bactérias intracelulares e fungos seguem um
fendtipo Th1 (Bottomly, 1988; Cher et al., 1987; Mosmann et al., 1986; Mosmann
et al., 1989; Romagnani et al., 1991).

A resposta imune protetora contra fungos patogénicos como C. a/bicans, C.
neoformans, H. capsulatum, A. fumigatus e Coccidioides immitis esta associada a
producdo de IFN-y e IL-12, citocinas estas envolvidas tanto na ativagdo
macrofagica para a fungdo fungicida como na fungdo de dirigir uma resposta
imune adquirida para um padrdo Th1 (Buchanan et al., 1993., Murphy, 1993;
Murphy et al., 1998; Romani et al., 1995; Romani et al., 1991; Wu-Hsieh et al.,
1987; Zhou et al., 1995). Por outro lado, se ao inicio da resposta imune natural ha
a sintese preferencial de IL-4 (e também IL-10 ou TGF-B) a ativagdo de clones
com padrao Th2 se estabelece e, em algumas situagbes pode causar
imunopatologia ou susceptibilidade a infecgbes (Romani et al., 1995; Romani et
al., 1991, Magee et al., 1995).

Estudamos o padrdo de produgdo de citocinas na PCM experimental de
camundongos susceptiveis e resistentes. No modelo de infecgdo i.p., células de
linfonodos de camundongos resistentes estimuladas por antigeno soluvel do
fungo produzem altos niveis de IFN-y acompanhados da secrecdo de IL-2.

Citocinas Th2 (IL-10 e IL-4) sao produzidas em fases mais tardias da doenca. Ao
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contrario, linfocitos de animais susceptiveis ndo sintetizam IL-2 e IFN-y, iniciam a
sintese de IL-10 em periodo mais precoce e a IL-5 aparece como marcadora da
ativacdo Th2 (Calich & Kashino, 1998; Kashino et al., 2000). Quando a via de
infeccdo € a i.t., tanto citocinas Th1 como Th2 aparecem nos homogenatos de
pulmé&o (de ambas as linhagens) obtidos na quarta e oitava semanas pos-
infeccdo. Nestes periodos da doenca os niveis de IFN-y, IL-4, IL-5 e IL-10 s&o
mais altos nos camundongos susceptiveis, porém as citocinas Th2 parecem
predominar, uma vez que somente estes animais desenvolvem infec¢do
progressiva concomitante com ativagdo ausente de M@ pulmonares (Cano et al.,
1998).

As citocinas IL-12 e IFN-y exercem um efeito protetor contra a doenga.
Como citado anteriormente, a deplegdo in vivo desta ultima citocina exacerba a
doenga tanto de camundongos susceptiveis como resistentes (Cano et al., 1998).
Além disso, o tratamento de animais susceptiveis com IL-12 recombinante leva a
doenga menos grave, com sintese de niveis mais elevados de IFN-y ao inicio da
infeccdo e produgdo de anticorpos especificos assim como de citocinas Th1 e Th2
em quantidades menores em fases mais tardias da doenga. A IL-12 exdgena
apesar de diminuir a carga fungica nos érgaos de disseminacgéao (figado e bago),
induz aumento evidente do infiltrado inflamatério pulmonar. A deplegéo de IL-12
enddégena por AcM especificos leva a doenga mais grave tanto nos animais
susceptiveis como nos resistentes. Confirmando o efeito protetor da IL-12 na
PCM, verificamos que a doenga em camundongos IL-12 KO é extremamente
grave e leva a morte precoce dos animais (Calich et al., 1998; Deepe et al., 2000;
Murphy et al., 1994).

A L4 parece ter um efeito antagénico na PCM pulmonar. A sua
neutralizagao in vivo induz aumento da carga fungica pulmonar em camundongos
B10.A, porém doenga menos grave nos pulmdes de camundongos C57BL/6
(Arruda et al., 2004). Utilizando camundongos geneticamente deficientes para os
genes da IL4 (C57BL/6 IL-4 KO) verificamos que a auséncia de |L-4 determina
cargas fungicas menores no pulmdo e figado, porém nao altera o numero de
fungos viaveis no bago (Calich et al., 1998; Deepe et al., 2000; Pina et al., 2004).

A IL-10 parece ser uma citocina que tem alto desempenho no processo de

exacerbacdo da doenga. A PCM em animais IL-10 KO € muito menos grave,



quando comparada com animais C57BL/6 controle, e apresenta um padréo
regressivo tanto em relacdo ao numero de fungos como quanto ao aspecto de
lesbes pulmonares. Além disso, a auséncia geneticamente determinada de IL-10
impede a disseminacao do fungo para o figado e baco (Alves & Calich, dados n&o
publicados).

Cano et al. (2000) mostraram o papel importante das células T CD8" na
PCM experimental. Os resultados mostram que a deplegéo destas células induz a
lesbes mais graves e disseminada para ambas as linhagens.

O estudo de citocinas pulmonares na deplegdo de células T CD8" de
camundongos resistentes mostrou diminuicdo nos niveis de IL-2 concomitante
com aumento nos niveis de IL-4, indicando um comportamento do tipo 1 dessas
células. Em camundongos B10.A, entretanto, ocorreu aumento de IL-10 e IFN+y,
indicando a presenca de células T CD8" do tipo 1 e 2 (Chiarella, 2003).

O estudo de citocinas no curso de PCM pulmonar demonstra que na fase
de imunidade adquirida as do tipo 1 ou pro-inflamatorias (IFN-y, I1L-12, I1L-2) estdo
associadas com fendbmenos imunoldgicos imunoprotetores enquanto que IL-4 e
IL-10 (principalmente esta ultima) parecem determinar doengas mais graves e
progressivas. Este fato também foi demonstrado em pacientes. A PCM infeccéo
representa o pélo Th1 com sintese de IFN-y, IL-2, IL-12 e imunidade celular
desenvolvida. Os pacientes com a forma juvenil representam o pdlo Th2, pois ha
a sintese de IL-5, IL-4, IL-10 e TGF-B em niveis bastante elevados, além de
auséncia de imunidade celular. Nos individuos com a PCM cronica (que
representam cerca de 90% do total de doentes) ndo ha um perfil tipico. Parece

haver tendéncia Th2 nos casos mais graves (Mamoni et al., 2001).

Uma visdo em conjunto do modelo de PCM estabelecido em nosso
laboratério indica que os Me s&o importantes células efetoras da imunidade
protetora contra o fungo e que o NO é um mediador de grande importancia neste
processo. Por outro lado, as citocinas exercem um papel imunomodulador da
doenca e parecem ser determinantes do padrdo protetor ou n&o protetor da
resposta imune adquirida. Como os Mg tém importancia fundamental nos
fendbmenos de imunidade natural e adquirida ao fungo, pretendemos neste projeto

melhor estudar o comportamento destas células frente a infeccdo pelo Pb. Com



este projeto foi possivel verificar que hd um comportamento tipico de Mo
alveolares de camundongos B10.A e A/J que estdo associados aos fendtipos de

susceptibilidade e resisténcia dessas linhagens.



OBIETIVOS

-
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OBJETIVO

O proposito do presente trabalho foi o de caracterizar a atividade fungicida
de Mg alveolares de animais susceptiveis e resistentes ao Pb e correlaciona-la

com a produgao in vitro de NQ e citocinas prd e anti-inflamatorias.

JUSTIFICATIVAS

Este estudo se justifica, pois no modelo de resisténcia e susceptibilidade de
hospedeiro ao Pb nunca foi previamente caracterizada a atividade fungicida e
secretora de M@ alveolares. |

Para este estudo utilizamos varios moduladores da ativagdo macrofagica,
(IFN-y, IL-12, combinacao das duas citocinas, inibidor do NO - aminoguanidina e
AcM anti-IL-10 e anti-TGF-B) no intuito de compreender os mecanismos efetores
das primeiras células que entram em contato com o fungo apoés a infecgao i.t.
Além disso, estes estudos poderdo auxiliar na compreensao dos mecanismos
genéticos da resisténcia e susceptibilidade ao Pb, uma vez que o comportamento
dos mediadores da imunidade natural influencia de maneira importante os

fendmenos de imunidade adquirida que se estabelecem subsequentemente.



MATERIAL & METODOS
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MATERIAL E METODOS

Animais.

Camundongos isogénicos machos das linhagens A/J (resistentes) e B10.A
(susceptiveis) ao Pb, (Calich et al., 1985), foram utilizados, ao atingirem 8 a 10
semanas de idade. Esses animais sdo criados sob condi¢bes SPF (“Specific
Pathogen Free”) no Biotério de camundongos isogénicos do Depto. de Imunologia
do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao PaUIo, € mantidos no

biotério de animais de experimentacio do referido Departamento.

Lavado Bronco-Alveolar.

Os animais normais foram submetidos a um processo de obtencéo de lavado
bronco-alveolar (LBA), segundo a metodologia descrita por Sugar et al. (1983). Os
animais foram sacrificados e dissecados, a cavidade toraxica aberta e a traquéia
cateterizada. Os pulmées foram entdo lavados com injecdes de 1 ou 1,5 mi de
meio “Dulbelco’s Modified Eagle’s Medium” pH 7,2 (DMEM, Sigma). O numero
total de células do LBA foi determinado por contagem em camara de Neubauer
apds a mistura de 10 ul da suspenséo celular a 90 ul de cristal violeta 0,05% em
acido acético a 30%. Os resultados foram expressos em valores absolutos do
numero de células/animal.

As células foram ajustadas para 4x10°/mi e utilizadas nos ensaios de
atividade fungicida, produg¢ao de citocinas e NO. Um volume de 0,50 mi de céluias
foi dispensado em cada orificio de placas de cultivo de 24 pogos (Costar,
Cambridge, Mass). As culturas foram incubadas a 37°C em 5% CO; por duas

horas. Células ndo aderentes foram removidas por aspiragdo, a monocamada



aderente lavada com meio DMEM. O numero de células nao aderentes,
determinado por contagem em camara hemocitometrica, foi subtraido do numero
de células pulmonares incubadas. Este valor permitiu que ajustassemos

convenientemente a relagdo células fungo/Me utilizado nos diversos ensaios.

Tratamento das culturas de Ma.

Monocamadas de Mg alveolares foram incubados durante a noite a 37° C
em 5 % C0O,-95% de ar tendo sido tratados previamente com meio DMEM (pH
7,2) contendo antibidticos, glutamina e 10% de SFB (soro fetal bovino) contendo
diferentes concentragdes de IFN-y e IL-12 — Pharmingen (50.000, 10.000, 2.000
pg/mL) e a combinagao de diversas concentragdes de ambas as citocinas. Os Mg
também foram tratados com o AcM 2AS5-anti-IL-10 do tipo IgG (10 e 20 pug/mL);
com o AcM anti-TGF-B - Pharmingen (20 pug/mL) e um inibidor da NOS2, a
aminoguanidina — AG (SIGMA) na concentragéo de 1mM/mL.

Infeccido dos Mg alveolares.

Leveduras viaveis do fungo (Pb18 — cepa virulenta) foram suspensas em
1ml| de meio DMEM suplementado com 10% SFB contendo 30% (vol/vol) de soro
fresco de camundongo como fonte de complemento (foram usados os soros dos
mesmos camundongos sacrificados para obtengdo do LBA). Para que ocorresse o
processo de opsonizagdo pelo sistema complemento, as leveduras foram
incubadas com soro fresco a 37°C por 20 min. (Calich et al., 1979). Os Mg foram
entao infectados com a suspensao de leveduras na relagdo Pb-M@ de 1:50 por
um periodo de 2 horas. Apos este tempo, o sobrenadante foi retirado e os fungos
que nao foram aderidos ou fagocitados s&o removidos por 2 lavagens com meio
DMEM (0,2 mL).



As co-culturas de Mg alveolares e fungos foram incubadas a 37°C em 5%
CO2 com o meio suplementado por 72 horas. Apds o periodo de incubacdo os
sobrenadantes foram retirados e armazenados a -70°C para determinacdo da

presenca de NO e citocinas.

Para alguns experimentos as co-culturas foram realizadas sobre laminulas
redondas em placas de cultura de 24 pocos (0,5 mL/pogo). Apds 2h de incubacéo
com o fungo o sobrenadante foi removido, incluindo as leveduras n&o aderidas ou
nao fagocitadas e as laminulas foram coradas com Wright-Giemsa (Diff-Quik;
American Scientific Products, McGraw Park, IL). Uma média de 200 Mg foi
contada para determinar a porcentagem de células com fungos aderidos e/ou
ingeridos. Usamos este critério em funcdo do tamanho e aspecto morfologico do
fungo que muitas vezes impede a correta discriminagdo entre fungos aderidos e

aqueles internalizados (Calich et al., 1979).

Determinacdo de Unidades Formadoras de Coldnias (UFC).

Depois da incubag¢do das culturas a 37°C em 5% COz por 72 horas, as
células em suspensdo foram colhidas por aspiracdo e as células aderentes
lavadas com agua destilada estéril para que ocorresse a lise dos Me. O
homogenato de cada lavagem foi recolhido até cornpletar um volume de 1 ml para
cada orificio. Este material foi centrifugado por 10 minutos, a 750 xg, a 4°C e
ressuspenso em um volume adequado de DMEM simples. O sobrenadante foi
desprezado, o sedimento foi ressuspendido em 0,5 mL de PBS e a suspensao
obtida foi plaqueada (100 ul/placa) em meio BHI suplementado (“Brain Heart
Infusion”), meio especial para recuperagao de Pb viaveis (Singer-Vermes et al,,
1989). As placas foram incubadas a 37°C e contadas as coldnias diariamente até
que nenhum aumento em UFC fosse observado. A atividade fungicida foi
calculada em porcentagem, através da seguinte formula: [100-(UFC experimental

x 100/ UFC controle)].



Determinacdo de NO.

A concentracdo de NO nos sobrenadantes de cultura foi medida com o
reagente de Griess (1% suifanilamida, 0,1% diidrocloreto de naftiletiienodiamina,
2,5% H3PQ4). Um volume de 50 ul do sobrenadante da cultura foi adicionado a
um volume igual do reagente de Griess, depois de incubar em temperatura
ambiente por 10 minutos, foi determinada a absorbancia em equipamento
Labsystems Multiskan MCC/340 em comprimento de onda de 490 nm. A
concentracdo de NO foi determinada usando curva padrdo padronizada com

diferentes concentragdes de nitrito de sodio (Ding et al., 1988).

Determinacédo de contaminacao por LPS

Os AcM e o meio DMEM foram analisados quanto a presenca de LPS
como contaminante. Os ensaios foram realizados utilizando-se o kit de detecgéo
“‘Limulus amebocyte” (SIGMA). Os AcM anti-IL-10 e anti-TGF-B e 0 meio DMEM

apresentaram valores menores que 0,015 EU/mL.

Dosagens das citocinas: ELISA para quantificacdo de IL-12, TNF-a, IL-10, GM-
CSF, MCP-1 e TGF-B.

Foram obtidos sobrenadantes nas diversas condigdes experimentais e a
presenga de citocinas analisada por ELISA de captura utilizando-se pares de AcM
para cada citocina murina (“Pharmingen ou RD Systems”). As concentragdes
determinadas em nosso laboratério para cada um dos AcM primario e secundario

no ELISA, contra cada citocina, estdo mostradas na tabela a seguir:
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Citocinas AcM de captura AcM de detecgao
biotinilado

IL-12 C15.6 (6 ug/mil) C17.8 (2 ug/mi)

TNF-a G281-2626 (10 ug/mL) | MP6-XT3 (2 pg/mL)

IL-10 JES5-2A5 (2 ug/ml) SXC-1 (1 pg/ml)

MCP-1 MO53290 (9 pg/mL) MO50803 (1 pg/mL)

GM-CSF MPI-22E9 (6 pg/mL) MPI-31G6 (3 pg/mL)

TGF-B MAB240 (4 pg/mL) BAF 240 (100 ng/mL)

As condi¢bes otimas para o ELISA, comuns a todas as interleucinas e

quimiocinas estdo apresentadas a seguir:

1) sensibilizagdo das placas (fundo chato, Difco) com 100 pl/po¢o do AcM
primario na concentragdo determinada, diluido em solu¢do de bicarbonato de
sodio 0,1 M, pH 5,0. As placas foram incubadas por 24 horas a 4°C;
2) blogueio dos sitios livres com 200 ul/pogo de gelatina (“Difco”) a 1% (m/v) em
PBS, pH 7,0, por 2 horas a temperatura ambiente;
3) adigéo da citocina recombinante (“Pharmingen”) seguindo uma diluigdo seriada
em meio DMEM com 10% de SFB v/v para obtengdo de uma curva-padrao, e
adigdo das amostras, em triplicata, nos demais pogos;
4) adicdo de 100 ul/pogo do AcM secundario biotinilado na concentragéo
desejada, diluido em meio PBS com 10% de SFB; segue-se incubagido por 45
minutos a temperatura ambiente;
5) incubagdo com o complexo estreptoavidina-biotina-peroxidase (“Vectastain
ABC Elite, Vector Lab”.) diluido em tampao PBS, pH=7,5 e 0,1% de Tween 20 v/v
(Sigma);

Cada uma das etapas acima mencionadas € intercalada por 5 lavagens

dos pogos com tampéo PBS, pH=7,0 e Tween 20 a 0,05% v/v;



6) reagcdo com o substrato (100 ul/pogo) constituido de 5 pl de HoO9 a 30%

(“Merck”) diluidos em solugdo composta por 2,8 mi de tamp&o fosfato de sodio
02 M, 22 ml de &acido citrico 0,1M, pH=5,0 e 10 ml de H»0, adicionado de
10 mg do revelador ortofenilenodiamina (OPD, Merck). Incubagéo por 40 minutos
a temperatura ambiente e ao abrigo da luz;
7) interrupgdo da reagdo enzimatica pela adigao de &cido sulfdrico (H.SO4) 4 N
(100 pi/pogo);
8) leitura das densidades dpticas em leitor automatico (VERSAMAX — Molecular
Devices Corporation) em comprimento de onda de 492 nm.

As concentragdes de cada citocina foram determinadas tendo como base a
reta de regressao linear feita para a curva-padrio obtida com o padrdo adequado

de citocina recombinante (“Pharmingen”).

Dosagem de TGF-B

1) Sensibilizagdo das placas com o AcM primario na concentragdo
determinada, diluido em PBS, pH 7,4. As placas foram incubadas por 24 horas a
temperatura ambiente.

2) Blogueio com 300 ul de PBS contendo 5% de tween 20, 5% de sucrose e
0,05% NaNj por 1 hora a temperatura ambiente.

3) Adicao da citocina recombinante (“Pharmingen”) apds a dilui¢do seriada em
meio diluente (1,4% soro delipidado + 0,05% T/20 em Tris, pH 7,3 — 20 mM
Trizma base, 150 mM, NaCl ). Incubagéao por 2 horas a temperatura ambiente.

4) Adicdo de 100 pl/po¢o do AcM secundario biotinilado na concentragdo
desejada, diluido em meio apropriado; segue-se incubagédo por 2 horas a
temperatura ambiente.

5) Incubacéo por 20 minutos a temperatura armbiente com esptreptavidina
HRP (R&D Systems, catalog # DY998).
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6) Reacao com o substrato (100 pl/pogo) constituido de uma mistura 1:1 do
reagente A (H.O-,) e o reagente B (tetrametilbenzidina) — “R&D Systems”, catalog
# DY999 (20 -30 minutos a temperatura ambiente).

7) Interrupcao da reacdo enzimatica pela adi¢éo de 1M de H,SO4 (50 ul/poco);
8) Leitura das densidades 6pticas em leitor automatico (VERSAMAX —

Molecular Devices Corporation) em comprimento de onda de 450 nm.

Tratamento das amostras para caracterizar o TGF-§ ativo:

) Diluicao das amostras a 1/5 em tampéo D-PBS, pH 7,36

b) Adicionar 1 ul de HCI 1N/ 50 ul de amostra diluida (o pH ira para 3,0 )

) Repouso a temperatura ambiente por 15 minutos

d) Neutralizagdo das amostras com 1 ul de NaOH 1N/ 50 pl de amostra (pH

ira para 7,5) e empregar.

Analise Estatistica dos dados

Nos experimentos in vitro (UFC, NO e citocinas), os grupos de Mg
infectados (in vitro) tratados com citocinas e seus respectivos controles (Mg
infectados) foram analisados por test T-Student, método nao pareado (Graphpad-
Prism-Software version 2.01).

Os experimentos com mais de 2 amostras foram analisados por ANOVA
seguido de método de multiplas comparagdes de acordo com Tukey.

Resultados de p<0,05 foram considerados significantes.



RESULTADOS
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RESULTADOS

1) Obtencao do Lavado Bronco-Alveolar (LBA)

Os animais B10.A e A/J normais foram submetidos a um processo de
obtengdo de LBA (1,5 mL de meio DMEM). O numero total de células foi
determinado em camara de neubauer e obtivemos cerca de 2,5 x 10° células/mL

de cada animal.

2) Cultivo dos Mo alveolares

No projeto inicial pretendiamos utilizar suspensdes de células do LBA
ajustadas para 1x10° células/mL. Um volume de 0,20 mL de células seria
dispensado em uma placa de cultivo de 96 pogos.

Apoés varios ensaios, foi decidido dispensar 0,5 mL de células totais
contendo 2x10° por poco (placa de cultivo de 24 pogos) devido a escassez de
células obtidas. Tal procedimento também proporcionou a obtengdo de volumes
menores de sobrenadante, porém suficientes para avaliar a produgdo de algumas
citocinas e de NO.

Apés 2 horas de incubagdo a 37°C em 5% de CO, as células nao
aderentes foram removidas e o seu numero foi subtraido do numero total de
células pulmonares incubadas. Obtivemos aproximadamente 1x10° células

aderentes por pogo.
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3) Infecgdo dos Mo alveolares aderidos

Apds varios ensaios realizados, s6 foi possivel avaliar se existe ou néo a
atividade fungicida ou fungistatica dos Mg alveolares numa relacédo Pb-Mg de
1:50. Em relagbes maiores de fungo e M@ observamos a lise das monocamadas

devido ao crescimento incontrolado do fungo (dados n&o mostrados).

4) Tempo de incubacao dos Mg com o fungo

Inicialmente foi proposto co-cultivar os M@ com todas as leveduras de Pb
por 48 ou 72 horas. Porém, apos varios ensaios verificamos que, mesmo com a
relacdo Pb-Mg de 1:50, ndo era possivel avaliar a atividade dos M@ devido a
grande replicacdo de fungos nestes periodos e a consequente destruicdo da
monocamada de M.

Baseado nestes dados foi decidido cultivar os M@ com o fungo por um
periodo de 2 horas a 37°C em 5% de CO,. Apds este tempo, o sobrenadante foi
desprezado e os parasitas extracelulares ou n&o aderidos foram removidos por 2
a 3 lavagens com meio DMEM (0,2 mL).

Os Mg, tratados ou ndo com citocinas, com fungos aderidos ou fagocitados
eram entdo incubados com meio suplementado por um periodo adicional de 72

horas.

5) Interacdo entre fungos e Mo alveolares dos animais B10.A e A/J (2 horas

de co-cultivo)

Os Mg alveolares de animais B10.A e A/J foram infectados com leveduras
viaveis do fungo (relagédo Pb/Mg de 1:50) sobre laminulas redondas em placa de

cultura de 24 pocos.
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Vale lembrar que as leveduras eram opsonizadas com o soro dos mesmos
camundongos utilizados em cada experimento.

Apo6s 2 horas de incubacdo a 37°C em 5% de CO, o sobrenadante foi
removido e as laminulas foram coradas e examinadas ao microscopio Optico
comum.

Uma média de 200 M@ foi contada para determinar o numero de fungos
aderidos e/ou ingeridos apds esse tempo de incubagéo.

Os resultados mostram que o numero de leveduras aderidas aos M@ de
B10.A é similar ao observado com Mg de animais A/J (2,5+0,53 e 3,0+0,41,
respectivamente). Quando ativamos os M@ de ambas as linhagens com IFN-y
antes do desafio com Pb também n&o houve diferencas significativa entre os
grupos (B10: 42 + 0,82 e A/J: 24 + 0,67). Assim, ndo foram observadas
diferencas significativas entre tratamentos e linhagens.

Os dados mostram que os M@ alveolares de animais B10.A e A/J se
comportam de maneira semelhante durante as primeiras 2 horas de infecgdo com

leveduras viaveis do fungo Pb (Figura 1).



Nimero de M¢
contendo Pb/ 200 M¢

| BI0.A | | AJ |

CIMp+Pb I M +IFN-y+Pb

Figura 1: M¢ alveolares de animais B10.A e A/I (2x10° células/pogo) ativados ou nio com
10.000 pg/mL de IFN-y foram co-cultivados com leveduras viaveis do P.brasiliensis em uma
relagdo fungo/M¢ de 1:50 sobre laminulas redondas em uma placa de cultura de 24 pogos.
Apos 2 horas de incubagdo, o sobrenadante de cuitivo foi desprezado € as laminulas foram
coradas e examinadas em imersdo (ocular 10x, objetiva 100x). Uma média de 200 M¢ foi
contada e analisado o niimero de M¢ com leveduras aderidas e/ou ingeridas - interagdo Pb:
Mé. Os dados representam a Média e EP.
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6) Efeito do tratamento com IFN-y e IL-12 e a combina¢cio das duas citocinas na

atividade funqicida in vitro dos Mg alveolares de camundongos B10.A e A/J.

Infecgdo dos Mg com o fungo em uma relacdo Pb-Mg de 1:50

“Devido a necessidade de manipular grande numero de animais para obter numero
suficiente de Mg alveolares, os dados de camundongos B10.A foram obtidos em
expenmentos realizados em ocasiées diferentes daquele com animais A/J. Por esta
razdo serdo apresentados em separado.”

6.1) Mo Alveolares de Camundongos B10.A

6.1.1) Atividade fungicida e produgéo de NO

Podemos observar na figura 2 que os Mg alveolares (1x10°células
aderidas/pog¢o) ativados com diferentes concentragbes de IFN-y, IL-12 e a
combinacdo das duas citocinas e infectados com 2x10° de leveduras viaveis
(propor¢ao de 1:50) levaram a diminui¢do significante do numero de fungos
recuperados demonstrando atividade fungicida evidente quando comparados aos
Ma controle.

Quando os Mg foram ativados com |IFN-y houve diminui¢do do numero de
fungos recuperados em todas as concentragdes da citocina (50.000 = 147,5 + 2,5;
10.000 = 140 + 0,2 e 2.000 = 258 + 121 fungos recuperados). Estes grupos
apresentaram atividade fungicida de 80 a 89% quando comparados com os M@
nao ativados com citocinas (1.297 + 201).

O mesmo fenébmeno acontece quando tratamos os M@ com 50.000 pg/mL
de IL-12 (260 + 5,8 fungos recuperados e com 89% de atividade fungicida). Nas
concentragdes de 10.000 e 2.000 pg/mL a capacidade fungicida dos Ma foi

reduzida para 59 e 51%, respectivamente.
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Podemos observar no grafico (2) que a combinagcdo de IFNw e IL-12

promove uma grande diminui¢do no numero de fungos com as concentragdes de
50.000 (42 + 4,4), 10.000 (220 + 40) e 2.000 (53 £ 2,5). A atividade fungicida dos

grupos esta entre 83 a 97% quando comparada com a dos Ma controle.

Os M¢ ativados com 50.000 e 10.000 pg/mL de IFN- produzem mais NO
(46 £ 0,24 e 26 + 1,26 uM) comparados aos M¢ controle (1,7 + 0,37 uM) e quando
comparados aos tratados com as doses mais altas de IL-12 (16 £+ 025 e 1,3 +
0,18 uM). O mesmo acontece quando os Mg sdo ativados com a combinacéo das
duas citocinas (IEN-y+IL-12) na concentragdo de 50.000 (31 + 0,18 uM), 10.000
(31 £ 0,36 uM).

Podemos observar entdo que, a presen¢a de IFN-y leva a aumentos na
produgdo de NO pelos Mg alveolares de B10.A aderidos e infectados com o
fungo. Notamos que existe uma correlagdo positiva entre a producdo de NO e a
capacidade fungicida dos Ma.

A concentracdo de 2.000 pg/mL de |IEN-y e IL-12 induz nos Mg infectados
niveis baixos de NO (1,26 + 0,13 para os M¢ ativados com IFN-y e 1,69 + 0,12
para os M¢ ativados com IL-12). Entretanto, quando os Mg sé@o estimulados com
a combinagao dessas duas citocinas e na concentragao de 2.000 pg/mL, notamos
que existe um efeito sinérgico com niveis mais elevados de NO (10,5 + 0,34 uM).
Este efeito sinérgico parece também se expressar na atividade fungicida elevada
observada quando os Mg foram tratados com doses baixas de ambas as

citocinas.
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Figura 2: Macrofagos alveolares de animais B10.A normais foram cultivados
"overnight" com IFN-y, IL-12 ¢ a combinagdo das duas citocinas em diferentes
concentragdes, 50.000 (A) , 10.000 (B) e 2.000 pg/mL (C). Os macrofagos foram
infectados por 2h com leveduras viaveis (proporgdo 1:30). Apos 72h de incubagio
dos macréfagos infectados foi avaliado o niimero de fungos viaveis recuperados pelo
método de Unidades Formadoras de Colomas (UFC) e o sobrenadante do cultivo foi
(0,5 mL) para a dosagem de nitritos. O grupo controle ¢ representado pelos
macréfagos infectados com o fungo. Os dados representam a média + EP de 3 a 5
pogos por grupo. Este experimento € representativo de um dentre 3 realizados com
resultados equivalentes. (*) diferenga significativa quando comparado ao grupo

controle (M¢+Pb).
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6.1.2) Citocinas

A figura (3) mostra os niveis da quimiocina MCP-1 no sobrenadante de
cultivo dos M@ com o fungo.

Os niveis de MCP-1 sdo mais altos e significativos em M¢ controle (319 +
55 pg/mL) quando comparados aos M¢ tratados com 50.000 (46 + 26,6 pg/mL),
10.000 (181 £ 4,22 pg/mL) e 2.000 pg/mL (168,67 + 8,14 pg/mL) de IFN~y.

Quando os M¢ s&o estimulados com IL-12 na concentragdo de 50.000
pg/mL, temos niveis significativamente elevados de MCP-1 (463 + 0,59 pg/mL)
quando comparados aos dos M¢ controle (319 + 55 pg/mL) e as outras
concentracbes de IL-12 (272 £ 17,48 para 10.000 e 327 + 0 para 2.000 pg/mL).

Ja os M¢ ativados com 50.000 (173 + 2,88 pg/mL) e 10.000 (122 + 10,68)
pg/mL de IL-12 com IFN-y apresentaram niveis baixos de MCP-1 quando
comparados aos M¢ controle (319 + 55 pg/mL). Parece que houve um efeito

predominante do IFN-y sobre a IL-12 na regulagao da sintese de MCP-1.

Comparando os M¢ ativados com IFN-y com os nado ativados, observamos
que somente a concentracdo de 50.000 pg/mL de IFN-y levou ao aumento
significativo da producdo de IL-12 (75 + 14,87 pg/mL).

N&o foram encontradas alteragdes nos niveis de IL-12 para os M¢ ativados
em todas as concentragfes desta mesma citocina com relagdo aos M¢ controle
(16 + 2,78 pg/mL).

No entanto, quando ativamos os M¢ com 10.000 pg/mL de IL-12+IFN-y
conseguimos aumento significante de IL-12 (76 + 14,5 pg/mL) quando comparado

aos M¢ nao ativados (16 + 2,78 pg/mL).

Os niveis de GM-CSF no sobrenadante de cultura de M¢ infectados
estiveram elevados significativamente apenas quando estimulados com IFN-y em
baixa dose e em combinagdo com IL-12 na concentragdo de 2.000 pg/mL (344,79
+ 0,7 e 334 + 12,58 pg/mL) quando comparados aos M¢ controle (163 + 53,7
pg/mL).
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Pelos resultados apresentados na figura 3, pode-se notar que os Mo
infectados e ativados previamente com 50.000 (67 + 17,6 pg/mL) e 10.000 (93,7 +
5,46 pg/mL) de IFN-y apresentaram niveis diminuidos e significativos de IL-10
quando comparados aos M¢ controle (202,9 £ 31,2 pg/mL).

Ao comparar os grupos de tratamentos dos M¢ com o grupo controle
verificamos que os M¢ ativados com (IFN-y+IL-12) na concentragdo de 50.000
pg/mL apresentaram niveis menores e significativos (67 £ 17,7 € 23 £ 0,7 pg/mL)
de IL-10.

Podemos notar também que os M¢ infectados e ativados com IL-12
apresentaram niveis equivalentes de IL-10 no sobrenadante de cultivo as 72
horas quando comparado aos M¢ controles. Porém de maneira inesperada,
ocorreu o aumento de IL-10 quando os M¢ foram tratados com IL-12+IFN-y na
concentracdo de 10.000 (583,8 £ 55,5 pg/mL) e 2.000 pg/mL (4316 + 2,97
pg/mL), sendo significativos quando comparados ao controle e aos outros grupos

ativados.
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Figura 3: Produg¢éo de citocinas por macrofagos alveolares cultivados ou ndo com 50.000 (A),
10.000 (B) € 2.000 pg/mL (C) de IFN-y, IL-12 ¢ a combinagdo das duas citocinas. Os animais

B10.A tiveram suas c€lulas alveolares colhidas e ajustadas para 2x10° células/0,5 mL por poso.

Trabalhando somente com macrofagos aderidos ( 1x10° /pogo) foi realizado o co-cultivo de 2 horas
com os fungos (relagdo levedura-macrofagos de 1:50). Apos 72h de cultivo dos macrofagos
infectados foi colhido o sobrenadante para a dosagem da quimiocina MCP-1, fator de crescimento
(GM-CSF) e das interleucinas (IL-12 ¢ IL-10). Os dados representam a média + EP de 3 a 5
pogos por grupo. Este experimento € representativo de um dentre 3 realizados com resultados
equivalentes. (*) diferenca estatistica em relagdo ao grupo cultivado em auséncia de ativagdo com
citocinas (controle).
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6.2) Mo Alveolares de camundongos A/J

6.2.1) Atividade fungicida e produgéo de NO

Quando os M@ de camundongos A/J foram previamente estimulados com
IFN-y, IL-12 e a combinagdo das duas citocinas nas concentragbes de 10.000 e
2.000 pg/mL nao ocorreram diferengas significativas quando comparado aos
controles. Entretanto, os Mg estimulados com 50.000 pg/mL de IFN-y e em
conjunto com a IL-12 na mesma concentragdo apresentaram capacidade
fungicida de 97 e 99%, com uma evidente diminuicdo de fungos recuperados.
Assim a atividade fungicida de A/J parece ser regulada positivamente por altas

doses de IFN-y mas n&o de IL-12.

A figura 4 mostra que a estimulagdo dos Ma com 50.000 pg/mL de [FN-y
(15,501 +0.24 uM), IL-12 (6,4 £ 0,26 uM) ou a combinagdo das duas (12,9 £+ 0,19
uM) levou a aumentos significantes de NO quando comparado aos M@ nao
ativados (0,49 + 0,002 uM).

Quando a estimulagao dos Ma foi com 10.000 pg/mL de IFN-y sozinho e
em combinacdo com a IL-12 ocorreram a niveis elevados e significativos de NO
(5,15 £ 0,445 e 3,502 + 0,365 uM respectivamente).

A concentracdo de 2.000 pg/mL de IFN-y e IL-12 n&o foram bons indutores
da producdo de NO (1,298 + 0,13 e 0,648 = 0,121, respectivamente). Porém,
quando os macréfagos foram estimulados com baixas concentragées das duas
citocinas simultaneamente houve um efeito sinérgico (3,295 + 0,34 uM). Este
dado apresentou diferenga significante em comparagao com os M¢ controle (0,49
+ 0,002 uM).

Em confronto com os dados da atividade microbicida pode-se concluir que
somente o tratamento com altas doses de IFN-y altera 0 comportamento de Ma de
camundongos A/J, apesar dos outros tratamentos terem também elevado a

sintese de NO, que, porém, nao foi suficiente para matar o fungo.
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Figura 4: Macrofago alveolares de animais A/J normais (1x10°/mL) foram cultivados
"overnight" com I[FN-y, IL-12 ¢ a combinagio das duas citocinas em diferentes
concentragdes, 50.000 (A), 10.000 (B) e 2.000 pg/mL ( C). Os macréfagos foram

infectados por 2h com 2x10° leveduras viaveis (relagdo levedura-macréfagos de 1:50).
Apos 72h de incubagdo, foi avaliado o nimero de fungos recuperados pelo método de
Unidade Formadoras de Colonias (UFC) e o sobrenadante do cultivo foi colhido (0,5 mL)
para a dosagem de nitritos. o grupo controle ¢ representado pelos macrofagos infectados
com o fungo. Os dados representam a média + EP de 3 a 5 pogos por grupo. Este
experimento € representativo de um dentre 3 realizados com resultados equivalentes. (*)

diferenca significativa quando comparado ao grupo controle (M$+Pb).
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6.2.2) Dosagem de Citocinas

Os niveis de MCP-1 dos M@ normais e infectados com 0 fungo
apresentaram-se em torno de 7,028 + 0,041 pg/mL.

Os Mg previamente ativados com |FN-y (50.000, 10.000 e 2.000 pg/mL)
apresentaram niveis baixos de MCP-1 e foram significativamente menores que 0s
niveis revelados pelos M¢ controle.

Todas as concentracdes de IL-12 também levaram a diminuigdo
significante nos niveis de MCP-1. Como esperado, 0 mesmo fendmeno ocorreu
quando as células foram tratadas com IFN-y + IL-12 em todas as concentragdes

utilizadas (Fig. 5).

O sobrenadante do cultivo de M@ ativados com 50.000 pg/mL de IFN-y
apresentou pronunciado e significativo aumento de IL-12 (496 + 1,6 pg/mL)
quando comparado ao grupo controle (19.12 + 2,235 pg/mL). Reducédo
significante dos niveis de IL-12 foi encontrada em M@ previamente ativados com
50.000 (4,089 + 0,14 pg/mL), 10.000 (0£0 pg/mL) e 2.000 (0+0 pg/mL) de IL-12.
Quando ambas as citocinas foram usadas em conjunto, as doses de 10.000 e
2.000 pg/mL levaram a reducgdes significativas nos niveis de IL-12. Como o IFN-y
aumenta os niveis de IL-12 e a propria IL-12 parece induzir negativamente a sua
propria sintese, na situacdo de estimulagcdo com ambas as citocinas parece

prevalecer o efeito da IL-12.

Como pode ser visto na figura 5, os niveis de GM-CSF estao diminuidos
para os M@ previamente ativados com 50.000 pg/mL de IFN-y (301,5 £ 19,34
pg/mL); 10.000 (200 + 2,11 pg/mL) e 2.000 (1603,5 + 35,21 pg/mL) de IL-12 e
para os Mg tratados com 50.000 de IFN-y+IL-12 (383 * 28,3 pg/mL) quando
comparados aos M¢ controle (2752 + 5,99 pg/mL). Entretanto, quando os M@ séo
ativados com a combinagéo das duas citocinas na concentragéo de 2.000 pg/mL,
niveis pronunciados e significantes de GM-CSF (4.029,4 + 293,87 pg/mL) foram

detectados nos sobrenadantes em comparagéo aos obtidos de M¢ controle.



Quanto a sintese de IL-10, pudemos verificar que somente os Mg ativados
com 50.000 pg/mL de IL-12 (3.744,94 + 245,95 pg/mL) e 2.000 de (IL-12+INF-y)
(4.070,19 + 115 pg/mL) apresentam niveis elevados de producédo de IL-10 quando
comparados aos M@ controles (1.986 + 0,925 pg/mL).

Nossos dados revelaram também que a estimulacdo dos Mg com 50.000

pg/mL de IFN-y+ IL-12 levou a reducdo significante na producéo de IL-10 (823 +

56 pg/mL) no sobrenadante de cultivo.
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Figura 5: Produgdo de citocinas por macréfagos alveolares cultivados ou ndo com 50.000 (A),
10.000 (B) € 2.000 pg/mL (C) de IFN-y, IL-12 e a combinag¢do das duas citocinas. Os animais

A/J tiveram suas células alveolares cothidas e ajustadas para 2x10° células/0,5 mL por pogo.

Trabalhando somente com macrofagos aderidos (1x105/po<;o) foi realizado o co-cultivo de 2 horas
com os fungos (relagdo levedura-macrofagos de 1:50). Apds 72h de cultivo dos macréfagos
infectados foi colhido o sobrenadante para a dosagem da quimiocina MCP-1, fator de crescimento
(GM-CSF) ¢ das interleucinas (IL-12 ¢ IL-10).

Os dados representam a média + EP de 3 a 5 pogos por grupo. Este experimento € representativo
de um dentre 3 realizados com resultados equivalentes. (*) diferenga estatistica em relagdo ao
grupo cultivado em auséncia de ativagdo com citocinas (controle).



7) Efeito da aminoquanidina (AG) na atividade fungicida e secretora de Mo

infectados com o Pb.

7.1) Mo de camundongos B10.A

7.1.1) Efeito da AG na capacidade fungicida e na sintese de NO pelos Mo

alveolares pré-ativados ou ndao com IFN-y.

Os Mg alveolares de camundongos B10.A foram incubados “overnight”
com IFN-y (10.000 pg/mL — concentracdo minima ideal para estimular os Ma) em
combinagcdo com um inibidor de sintese de NO, AG na concentracdo de
1mM/pogo. Logo depois, estes Mg foram infectados com o fungo por 2 horas
(2.000 fungos/pog¢o), em uma relagdo Pb-Mga de 1:50. O tratamento com AG foi

mantido durante as 72 horas de co-cultivo.

Quando o grupo de Mg foi previamente ativado com IFN-y, observamos
diminui¢&o significativa de fungos correspondendo a um efeito fungicida de 37%
(768 + 36 de fungos recuperados quando comparado ao grupo controle (1.222 +
61). Ja os grupos de Mg infectados (1.012 + 133) e pré-ativados com IFN-y (848 +
112) quando tratados com o inibidor de NO por 72 horas ndo apresentaram
diferencas significativas entre si. Logo, a AG aboliu o efeito fungicida induzido
pelo IFN-y (Fig. 6).

Na mesma figura 6, notamos que o grupo de M@ de animais B10.A tratados
com AG e mantido durante todo o cultivo na concentracdo de 1mM né&o
apresentou diminuicdo nos niveis de NO quando comparado aos niveis
observados nos sobrenadantes de M¢ somente infectados e ndo submetidos a
nenhum tratamento.

Ja os Mg pré-ativados com IFN-y e infectados apresentaram niveis
elevados e significativos de NO (14 + 3 uM) quando comparado ac grupo controle
(6 £ 0,6 uM). O tratamento continuo com AG por 72 horas de incubagéo aboliu o
aumento de NO (8 + 0,5 uM) induzido pelo IFN-y.



Os valores obtidos no grupo C (8 + 1), tratados com AG, foram
intermediarios entre aqueles observados com Mg controle (6 £ 0,6) e nos M@
ativados por IFN-y (14 + 3). Assim, n&o diferiram de ambos 0s grupos e este fato
traduziu-se por recuperacao de numero intermediario de fungos que nao diferiu do
controle de M@ normais e dos ativados pelo IFN-y. Logo, a inibicdo de NO pela

AG inibiu a atividade fungicida de M@ alveolares de camundongos B10.A.

7.1.2) Citocinas

Na figura 7, pode-se notar que o tratamento dos M@ de animais B10.A com
o inibidor de NO n&o alterou a produg¢ac das citocinas estudadas. Somente os
niveis de IL-10 apresentaram-se reduzidos nos sobrenadantes de Mg pré-

ativados e tratados com AG durante as 72 horas de incuba¢édo com o fungo.
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Figura 6: Macrofagos alveolares de animais B10.A normais foram cultivados ou
nio "overnight" com 10.000 pg/mL de IFN-y ¢/ ou ImM de AG e infectado com
leveduras viaveis de P. brasiliensis em uma proporgdo de 1:50. Apos 72 horas de

incuba¢do foi avaliado o numero de fungos viaveis pelo método de Unidades
formadoras de Col6nias (UFC) e o sobrenadante do cultivo foi colhido (0,5 mL) para

a dosagem de nitritos. Grupo controle (Mé¢ infectados com o fungo in vitro),
Grupo A (M¢ tratados com AG antes e depois da infecgdo com o fungo), Grupe B
(M¢ infectados e previamente ativados com 10.000 pg/mL de IFN-y), Grupo C_
(M¢ previamente tratados com IFN-y+AG e novamente com AG apos o desafio
com o fungo). (**) diferente significativa quando comparado ao grupo controle

(p<0,001)
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Figura 7: Macrofagos alveolares de animais B10.A normais foram cultivados ou nio
"overnight" com 10.000 pg/mL de IFN-y ¢/ ou ImM de AG e infectado com leveduras
viaveis de P. brasiliensis em uma proporgdo de 1:50. Apds 72 horas de incubagdo foi
avaliada no sobrenadante de cultivo dos macrofagos a produgdo de algumas citocinas, tais
como: MCP-1, IL-12, TNF-a, IL-10 . Grupo controle (M¢ infectados com o fungo in
vitro), Grupo A (M¢ tratados com AG antes e depois da infecgdo com o fungo), Grupao
B (M¢ infectados e previamente ativados com 10.000 pg/mL de IFN-y), Grupo C (M¢
previamente tratados com IFN-y+AG e novamente com AG apds o desafio com o fungo).
(+) diferenga significativa quando comparado ao grupo B (M¢ infectados e previamente
ativados com IFN-y) p<0,05
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7.2) Me de camundongos A/J

7.2.1) Efeito da AG na capacidade fungicida e na sintese de NO pelos Mo

alveolares pré-ativados ou ndo com IFN-y.

Os Mo de camundongos A/J infectados e tratados com AG antes e depois
do desafio com o fungo apresentaram resultados equivalentes em relagdo ao
numero de fungos recuperados (940 + 277) quando comparado aos Mg controle

(943 £ 25 de fungos).
A adicdo de AG na cultura de Mg estimulados com IFN-y levou a resultados

similares em relagdo ao numero de fungos recuperados durante as 72 horas de
incubacdo (1.143 + 176 para o grupo de Mo previamente ativado com IFN-y e
1.010 £ 71 para o grupo de Mg ativados e tratados com AG antes e depois do
desafio com o fungo).

Logo, M@ de camundongos A/J ndo apresentaram atividade fungicida com

a dose de IFN-y usada e a AG néo alterou este comportamento (Fig. 8).

Os Mo de camundongos A/J infectados e tratados com AG produzem
niveis muito baixos de NO e equivalentes aos de Mg controle, como observado na
figura 8.

A pré-ativacdo com 10.000 pg/mL de IFN-y em Mg infectados de animais
A/J induziu niveis um pouco maiores e significativos de NO (3 + 0 uM) quando
comparados aos Mg controle (0,3 + 0 uM). Entretanto, quando estes M@ foram
ativados com IFN-y em combinacg&o com AG houve diminui¢do significativa de NO
(1£0,1 uM).

Assim, péde-se verificar que os baixos niveis de NO produzidos por Mo de
camundongos A/J podem ser modulados por AG; entretanto, o NO parece n&o
estar envolvido na atividade fungicida dos Mg, talvez devido a sua baixa

concentragao.
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Figura 8: Macrofagos alveolares de animais A/J normais foram cultivados ou ndo
"overnight” com 10.000 pg/mL de [FN-y ¢/ ou ImM de AG e infectado com
leveduras viaveis de P. brasiliensis em uma propor¢do de 1:50. Apés 72 horas de
incubagio foi avaliada a produgdo de nitrito no sobrenadante de cultivo. Os dados
representam a meédia = EP de 3 a 5 pogos por grupo. Grupo controle (Méd
infectados com o fungo in vitro), Grupo A (M¢ tratados com AG antes € depois da
infecgdo com o fungo), Grupo B (M¢ infectados € previamente ativados com
10.000 pg/mL de I[FN-y), Grupo C (M¢ previamente tratados com IFN-y+AGe
novamente com AG apds o desafio com o fungo). (***) diferente significativa
quando comparado ao grupo controle (p<0,0001), (+++) diferenga significativa

quando comparado ao grupo B (M¢ infectados € previamente ativados com IFN-y)
p<0,0001
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7.2.2) Citocinas

Na figura 9 pode-se notar que o tratamento dos M@ de animais A/J com o
inibidor de NO n&o alterou a produgédo de IL-12 quando comparada aos seus
respectivos grupos controle.

A anadlise estatistica dos dados mostrou que o tratamento com AG leva a
sintese diminuida de TNF-o. em relagdo aos controles ativado ou n&o por IFN-y.

O grupo de Mg previamente ativados com IFN-y apresentaram niveis mais
altos e significativos de IL-10 (515 £ 146 pg/mL) quando comparado ao grupo de
Mg controle (69 + 6 pg/mL). A concentragdo de IL-10 diminuiu quando os Mg
foram acrescidos de AG durante as 72 horas de incubagdo (146 + 12 pg/mL)
como observado na figura 9.

A AG também aumentou a sintese de MCP-1 por M@ infectados com o

fungo.
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Figura 9: Macrofagos alveolares de animais A/J normais foram cultivados ou nio
"overnight" com 10.000 pg/mL de IFN-y ¢/ ou ImM de AG e infectado com leveduras
viaveis de P.brasiliensis em uma propor¢do de 1:50. Apds 72 horas de incubagio foi
avaliada no sobrenadante de cultivo dos macrofagos a produgio de algumas citocinas, tais
como: MCP-1, IL-12, TNF-a, IL-10 . Grupo controle (Mé infectados com o fungo in
vitro), Grupo A (M¢ tratados com AG antes e depois da infecgdo com o fungo), Grupo
B (M¢ infectados e previamente ativados com 10.000 pg/mL de IFN-y), Grupo C (Mé
previamente tratados com IFN-y+AG e novamente com AG apds o desafio com o fungo).
(*) diferente sigmficativa quando comparado ao grupo controle (p<0,05) (**¥) p<0,0001
(+) diferenga significativa quando comparado ao grupo B (M¢ infectados e previamente
ativados com IFN-y) p<0,05

(++) p<0,001
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8) Efeito do tratamento in vitro com o AcM anti IL-10 (10 e 20 ug/mL) na

atividade fungicida dos Mg alveolares de camundongqos.

8.1) Me alveolares de camundongos B10.A

8.1.1)Atividade fungicida e produg¢édo de NO por Ma alveolares.

Como a IL-10 é uma citocina desativadora de Mg e observamos atividades
fungicidas distintas em células de camundongos B10.A e A/J, nos perguntamos
se essa diferengca poderia ser atribuida a maior sintese de IL-10 por M@ de
camundongos A/J. Para tanto os co-cultivos foram tratados com duas

concentracdes diferentes do AcM anti-IL-10.

Nossos resultados mostram que os M@ quando infectados com o fungo
(proporgéao 1:50) por 2 horas permitiram a recuperagéo de cerca de 1.365 + 427
fungos apds 72 horas de co-cultivo (grupo de Mo controle). Resultado equivalente
foi observado quando os Mg infectados foram previamente tratados com o AcM
anti-IL-10 (10 pug/mL) durante todo o cultivo (72h) e apresentaram uma media de
998 + 97 de leveduras viaveis (Fig. 10).

A ativagdo dos M@ com IFN-y previamente ao desafio com o fungo levou a
aumentos significativos da atividade fungicida (76%), com 335 + 118 de fungos
recuperados no cultivo de 72 horas. Esses M@ previamente ativados com IFN-y
foram submetidos ao tratamento com o AcM anti-IL-10 e como resultado ndo
ocorreram diferengas em relagdo ao numero de fungos recuperados quando
comparado ao controle de M@ ativados com IFN-y. Assim, o AcM anti-IL-10 n&o
abole a atividade fungicida induzida pela ativagédo de M@ de camundongos B10.A
com o IFN-y (Fig. 10).

A produgéo de nitritos tambéem foi analisada. Nossos resultados revelaram
(Fig.10) que os Mo infectados e tratados com anti-IL-10 (10 ug/mL) produziram
niveis equivalentes de NO quando comparados aos dos M@ controle. Entretanto,
a ativacdo dos M@ com IFN-y levou a niveis mais elevados e significativos de NO

(23 + 3 yM) quando comparado ao grupo controie (3 £ 1 uM).
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Além disso, o tratamento dos M@ com IFN-y e anti-IL-10 levou a niveis
ainda mais elevados e significativos (44 + 4 uM) de NO quando comparados aos
dos Mg ativados com IFN-y (23 £ 3 uM).

Logo, o AcM anti-IL-10 regula a sintese de NO indicando que a producéo
de IL-10 induzida pela interacdo Me+fungo+IFN-y regula parciaimente a secrecio
de NO. O aumento de NO, entretanto, nao se traduziu em aumento significativo

da atividade microbicida.

Experimento realizado com 0 aumento da concentracdo de anti-IL-10 para
20 pg/mL na culturas dos Me apresentou resultados equivalentes aos observados
com 10 pg/mL (dados ndo mostrados). Assim, a neutralizagdo de IL-10 nao

alterou a atividade microbicida dos Mg de camundongos B10.A.
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Figura 10: Macrofagos alveolares de animais B10.A normais foram cultivados ou nio
"overnight" com 10.000 pg/mL de IFN-y e/ ou 10 pg/mlL do AcM anti-IL-10 ¢ infectados
com leveduras viaveis de P. brasiliensis em uma propor¢do de 1:50. Apos 72 horas de
incubagdo fo1 avaliado o numero de fungos viaveis pelo método de Unidades Formadoras
de Coldonias (UFC) e o sobrenadante do cultivo foi colhido (0,5 mL) para a dosagem de
nitritos. Grupo controle (M¢ infectados com o fungo in vitro), Grupo A (M¢ tratados
com anti-]L-10 antes e depois da infecgdo com o fungo), Grupe B (M¢ infectados e
previamente ativados com 10.000 pg/mL de IFN-y), Grupo C (M¢ previamente tratados

com IFN-y+anti-IL-10 e novamente com o AcM apos o desafio com o fungo). (*)
diferenga significativa quando comparado ao grupo controle (p<0,05) (**) p<0,001
(++) diferenga significativa quando comparado ao grupo B (p<0,001)
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8.1.2) Citocinas

Os niveis de MCP-1, IL-12, GM-CSF e IL-10 n&o apresentaram diferencas
significante entre os Mg infectados tratados ou ndo com AcM anti-IL-10 em todas

as condi¢des experimentais empregadas (Fig.11).

Pode-se observar que a ativagdo dos M@ com 10.000 pg/mL de IFN-y
levou a niveis reduzidos e significativos de TNF-a (19 + 4 pg/mL) quando
comparado aos dos M@ controle (287 = 86,6 pg/mL). Mais uma vez o NO parece
regular negativamente a sintese de TNF-a.

Quando os Mo foram pré-ativados com IFN—y e feito o tratamento com anti-
IL-10 foram produzidos 220 + 40 pg/mL de TNF-a. Assim, o tratamento com anti-
IL-10 aumentou a sintese de TNF-a que foi inibida pela agdo do IFN-y. Parece
entdo que o IFN-y induz a secrecdo de NO que inibe a sintese de TNF-a; também

induz a sintese de IL-10 que controla negativamente a sintese de TNF-a e NO.

O experimento com dose elevada de anti-IL-10 (20 ug/mL) também levou a
producéo aumentada de TNF-a para os Mg pré-ativados com IFN-y (4.651 + 284)
quando comparado ao grupo de Mg infectados e somente ativados com IFN-y
(2.758 £ 161) (dados nao mostrados).

As concentracdes médias de IL-10 ndo sofreram alteragbes significativas
em todos os grupos estudados (Fig. 11). Em contraste, os M@ pré-ativados ou ndo
com IFN-y quando tratados com dose maior do AcM apresentaram reducéo
significativa nos niveis de IL-10 (535 + 479 e 550 + 556) quando comparados aos
seus respectivos controles (2.508 + 516; 2.425 + 311).
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Figura 11: Macrofagos alveolares de animais B10.A normais foram cultivados ou nio
"overmight" com 10.000 pg/mL de IFN-y e/ ou 10 pg/mL do AcM anti-IL-10 e infectados com
leveduras viaveis de P. brasiliensis em uma proporgdo de 1:50. Apos 72 horas de incubagio foi
avaliada no sobrenadante de cultivo dos macrofagos a produgdo de algumas citocinas, tais como:
MCP-1, IL-12, TNF-a, GM-CSF ¢ IL-10. Grupo controle (M¢ infectados com o fungo in vitro),
Grupo A (M¢ tratados com anti-IL-10 antes e depois da infecgdo com o fungo), Grupo B (M¢
infectados e previamente ativados com 10.000 pg/mL de IFN-y), Grupo C (M¢ previamente
tratados com IFN-y+anti-IL-10 e novamente com o AcM apos o desafio com o fungo). (¥)
diferen¢a significativa quando comparado ao grupo controle (p<0,05) e (++) diferenca
significativa quando comparado ao grupo B (p<0,001)
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8.2) Mg de animais A/J

8.2.1) Capacidade Fungicida e secrecao de NO pelos M@ alveolares

Pode-se observar na figura (12) que o tratamento com o AcM anti-IL-10 na
concentracao de 10 ug/mL ndo alterou a capacidade fungicida de Mg ativados ou

nao pelo IFN-y.

A concentracdo de 10.000 pg/mL de IFN-y para estimular os Mg resultou
em niveis um pouco elevados porém significativos de NO (6 £ 1 uM) quando
comparado aos M@ controle (2 + 1 uM). Entretanto, quando estes M@ previamente
ativados foram tratados com o AcM anti-IL-10 apresentaram niveis de NO
equivalentes aos Mg somente ativados com IFN-y (Fig. 12). O mesmo fenémeno
ocorreu no experimento realizado com a adicdo de 20 ug/mL de anti-IL-10 no

cultivo de Mg (dados n&o mostrados).

Assim, estes resultados indicam que a sintese de baixas concentragdes de

NO pelos M@ de camundongos A/J € pouco influenciada pela presenca de IL-10.
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Figura 12: Macrofagos alveolares de ammais A/J normais foram cultivados ou nio
"overnight" "com 10.000 pg/mL de IFN-y e/ou 10 ug/mL do AcM anti-IL-10 e infectados
com leveduras viaveis de P. brasiliensis em uma proporgdo de 1:50. Apos 72 horas de
incubagdo foi avaliado o namero de fungos viaveis pelo método de Unidades Formadoras de
Colénias (UFC) e o obrenadante do cultivo foi colhido (0,5 mL) para a dosagem de nitritos.
Grupo Controle (M¢ infectados com o fungo in vitro), Grupo A (M¢ tratados com
anti-IL-10 antes e depois da infecgdo com o fungo), Grupo B (M¢ infectados e previamente
ativados com 10.000 pg/mL de IFN-y)e o Grupo C (M¢ previamente tratados com
IFN-y+anti-IL-10 e novamente com o AcM apos o desafio com o fungo)

(**) diferenga significativa quando comparado ao grupo controle (p<0,001)
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8.2.2) Citocinas

A anélise estatistica dos dados (Fig. 13) mostrou que os Mg tratados com
anti-IL-10 apresentaram niveis mais elevados e significativos de IL-12 (833 + 180
pg/mL) quando comparado aos Mg controle (26 + 1 pg/mL).

Adicionando anti-IL-10 a cultura de M@ previamente ativados ndo houve
alteracdo na concentracdo de IL-12 nos sobrenadantes de cultura em relacdo a
obtida com Mg tratados por IFN-y.

O tratamento com 10 pg/mL de anti-IL-10 ndo alterou as concentragdes de
TNF-a, GM-CSF e MCP-1. O mesmo ocorreu com a outra dose de AcM
empregada. Por outro lado, o anti-IL-10 (10 e 20 ug/mL) foi capaz de inibir a

sintese de IL-10 induzida pelo fungo (Fig. 13).
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Figura 13: Macrofagos alveolares de animais A/J normais foram cultivados ou nio "overnight"
"com 10.000 pg/mL de IFN-y e/ou 10 pug/mL do AcM anti-IL-10 e infectados com leveduras
viaveis de P. brasiliensis em uma propor¢io de 1:50. Apos 72 horas de incubagio foi avaliada
no sobrenadante de cultivo dos macréfagos a produgdo de algumas citocinas, tais como:
MCP-1, IL-12, TNF-a, GM-CSF ¢ IL-10. Grupo Controle (M¢ infectados com o fungo in
vitro), Grupo A (M¢ tratados com anti-[L-10 antes e depois da infecgdo com o fungo), Grupo
B (M¢ infectados e previamente ativados com 10.000 pg/mL de IFN-y) e o Grupe C (M
previamente tratados com IFN-y+anti-IL-10 e novamente com o AcM apods o desafio com o
0
f:‘l;]gdifzerenca significativa quando comparado ao grupo controle (p<0,05)
(**) p<0,001 ¢ (***) p<0,0001 quando comparado ao grupo controle
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9) Efeito do tratamento in vitro com o AcM anti-TGF-3 na atividade fungicida

dos M@ alveolares de camundongos B10.A e A/J.

Resultados anteriores mostraram que a adi¢do do AcM anti-IL-10 na cultura

de Mg pré-ativados ou ndo com IFN-y ndo modulou a sintese de NO e tampouco
a atividade fungicida de M¢$ de camundongos B10.A e A/J. Resclvemos entédo
neutralizar outra importante citocina inibidora de Me.

Deste modo, foi utilizado 0 AcM anti-TGF- (20 ug/mL) como tratamento

dos Mg e avaliada a sua capacidade fungicida quando infectados com o fungo Pb.

9.1) Mo de camundongos B10.A

9.1.1) Atividade fungicida e secrecdo de NO pelos Mg alveolares

Os resultados da figura (14) mostram que apds 72 horas de incubacao, os
M@ de animais B10.A normais e nao tratades com IFN-y quando tratados com 20
Mg do AcM anti-TGF-B ndo apresentaram alteracbes na atividade fungicida
comparados aos seus controles. Podemos observar também na figura 14 que a
pré-ativacao dos m¢ com IFN-y levou a 97% de atividade fungicida.

Nossos resultados também revelaram que os Mg infectados pré-ativados
ou ndo com IFN-y quando tratados com o anti-TGF-B produziram niveis de NO
equivalentes aos dos controles. Deste modo, parece que o TGF- n&o modula a
atividade fungicida e nem a produc¢do de NO dos M¢ de animais B10.A normais e

previamente ativados com IFN-y.
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Figura 14: Macrofagos alveolares de animais B10.A normats cultivados ou nio "overnight
com 10.000 pg/mL de IFN-y e/ou 20 pg/mL do AcM anti-TGF-J ¢ infectados com leveduras
viaveis de P. brasiliensis em uma proporgdo de 1:50. Apds 72 horas de incubagdo foi
avaliado o numero de fungos viaveis pelo método de Unidades Formadoras de Colonias
(UFC) efoi avaliada a produgdo de nitrito no sobrenadante de cultivo. Os dados representam
a media £ EP de 3 a 5 pogos por grupo. Grupo Controle (M¢ infectados com o fungo in
vitro), Grupo A (M¢ tratados com o AcM antes e depois da infec¢do com o fungo), Grupo
B (M¢ infectados infectados e previamente ativados com 10.000 pg/mL de IFN-y) e o
Grupo C (M¢ previamente tratados com IFN-y+anti-TGF- ¢ novamente com 0 AcM apds
o desafio com o fungo). (*) diferenga significativa quando comparado ao grupo controle
(p<0,05) e (**) p<0,001 (quando comparado ao grupo controle).
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9.1.2) Producgéo de citocinas de animais B10.A

A figura 15 demonstra que niveis de IL-12 apresentaram-se
significativamente mais elevados para o grupo de Mo infectados e tratados com
anti-TGF-B as 72 horas de incubagao (197 = 35) quando comparado ao grupo
controle (82 £ 16).

A prévia estimulagcdo dos M@ com IFN-y também levou a aumentos
significativos de 1L-12 (697 + 209). Porém, o tratamento destes M@ com anti-TGF-

B n&o alterou significativamente os niveis de I1L-12 (376 £ 79).

A produgdo de TNF-a apresentou-se elevada em Mo previamente
estimulados com IFN-y (349  29) comparado aos M¢ controle (88 + 12). A adicdo
do anti-TGF-3 neste grupo de Ma levou a producédo ainda mais elevada de TNF-a
(1.042 + 278). Deste modo, a producao de TNF-a pelos M¢ pré-ativados com IFN-
y € inibida por TGF-p (Fig. 15).

Como esperado, o tratamento com anti-TGF- diminuiu os niveis de TGF-j
endodgeno, assim como aquele estimulado por [FN-y.

Pudemos observar também que as concentracées médias de IL-10
nao sofreram alteragdes significativas em todos os grupos estudados de animais
B10.A (Fig. 15).
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Figura 15: Macrofagos alveolares de animais B10.A normais cultivados ou ndo "overnight"
com 10.000 pg/mL de [FN-y e/ou 20 pg/mL do AcM anti-TGF-B e infectados com leveduras
viaveis de P. brasiliensis em uma proporgdo de 1:50. Apds 72 horas de incubag¢do foi
avaliada no sobrenadante de cultivo dos macrofagos a produgido de algumas citocinas, tais
como: IL-12, TNF-a, IL-10 e TGF-B. Os dados representam a média + EP de 3 a 5 pogos por
grupo. Grupo Controle (M¢ infectados com o fungo i vitro), Grupo A (M¢ tratados com o
AcM antes e depois da infec¢gdo com o fungo), Grupo B (Mé infectados ¢ previamente
ativados com 10.000 pg/mL de IFN-y), Grupo C (M¢ previamente tratados com
[FN-y+anti-TGF-3 € novamente com o AcM apos o desafio com o fungo).

(*) diferenga significativa quando comparado ao grupo controle (p<0,05)

(**) p<0,001

(+) diferenga significativa quando comparado ao grupo B (p<0,05)
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9.2) Mo de camundonqgo A/J

9.2.1) Atividade fungicida e secrecéo de NO pelos Mg alveolares

O grupo de M¢ de animais A/J infectados e tratados com o AcM anti-TGF-3
(Fig.16) apresentou 83% de capacidade fungicida, com redugao significativa no
numero de fungos recuperados (1.763 + 329) quando comparado ao grupo nao
tratado com o AcM (10.273 + 2.329).

De acordo com varios experimentos realizados, vimos que a pré-ativagao
dos M¢ com 10.000 pg/mL de IFN-y de animais A/J nédo leva a aumentos da
atividade fungicida. Entretanto, quando estes Mg previamente ativados por IFN-y
foram tratados com o anti-TGF-B durante o cultivo apresentaram cerca de 86% de
atividade fungicida (Fig. 16).

Logo, o TGF-B inibe a agdo de Mg normais e ativados por |IFN-y em sua
capacidade fungicida frente ao Pb.

Os Mg infectados e preé-ativados com |IFN-y apresentaram niveis
relativamente elevados e significativos de NO (3,6 £ 0,7) quando comparados ao
grupo controle (0 £ 0). O tratamento com o AcM levou a niveis ainda mais
elevados (6,7 + 0,9).

Entéao, a citocina TGF-3 além de impedir a atividade microbicida, abole a
producdo de NO pelos Mg de camundongos A/J. E interessante destacar que em
Mg nao ativados a neutralizacao de TGF-B propicia atividade fungicida (83%),
mas esta ndo parece ser mediada por NO, uma vez que os niveis deste mediador

néo se alteram com o tratamento.
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Figura 16: Macrofagos alveolares de animais A/J normais foram cultivados ou nio
"overnight" com 10.000 pg/mL de IFN-y ¢/ou 20 pg/mL do AcM anti-TGF-f ¢ infectados
com leveduras viaveis de P. brasiliensis em uma propor¢do de 1:50. Apds 72 horas de
incubagdo foi avaliado o mimero de fungos viaveis pelo método de Unidades Formadoras
de Colonias (UFC). O sobrenadante do cultivo foi colhido (0,5 mL) para a dosagem de
nitritos.Os dados representam a média = EP de 3 a 5 pogos por grupo. Grupo Controle
(M¢ infectados com o fungo in vitro), Grupo A (M¢ tratados com anti-TGF-f antes ¢
depois da infecgdo com o fungo), Grupo B (M¢ infectados e previamente ativados com
10.000 pg/mL de IFN-y), Grupo C (M¢ previamente tratados com IFN-y+anti-TGF-f3 ¢
novamente com o AcM apos o desafio com o fungo).

(*) diferenga significativa quando comparado ao grupo controle (p<0,05)

(+) diferenga significativa quando comparado ao grupo B (p<0,05)
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9.2.2) Producgao de citocinas:

A andlise estatistica dos dados mostrou que o grupo de M¢ pré-ativados
com IFN-y de animais A/J produziu niveis mais elevados de IL-12 (40,5 £ 12).
Entretanto, a adigdo do anti-TGF-B na cultura de M¢ pré-ativados ou ndo com

IFN-y n&o alterou a producdo de IL-12 (Fig. 17).

Na figura 17 verifica-se também que os M¢ de animais A/J infectados e
tratados com o AcM produziram niveis mais elevados e significativos de TNF-a
(1.798 £ 522) que o grupo controle (246 + 43). Em concordancia, os Mo
previamente ativados com IFN-y em combinagcdo com o AcM também
apresentaram aumentos nos niveis de TNF-a (8.955 + 100) quando comparados

ao seu grupo controle (1.695 + 73).

Niveis reduzidos de IL-10 foram encontrados em Mg infectados e tratados
com o AcM (68 + 28) quando comparado ac grupo controle (141 + 4,6). Ja o
tratamento com o AcM no grupo de M¢ pré-ativado com IFN-y levou a produgdo

de niveis equivalentes de IL-10.

O tratamento com o AcM levou a inibicdo de TGF-3 para os grupos de Mg
infectados (26 + 19) quando comparado aos Mg controle (244 + 30).

Niveis reduzidos de TGF-B também foram produzidos pelos M¢ pré-
ativados com IFN-y (63 £ 59). Entretanto, a adicdo do AcM para este grupo de M¢

nao levou a alteragdes significativas.
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Figura 17: Macréfagos alveolares de anmimais A/J normais foram cultivados ou nio
"overnight" com 10.000 pg/mL de IFN-y e/ou 20 pg/mL do AcM anti-TGF-P e infectados
com leveduras viaveis de P. brasiliensis em uma proporgdo de 1:50. Apos 72 horas de
incubag3o foi avaliada no sobrenadante de cultivo dos macrofagos a produgédo de algumas
citocinas, tais como: [L-12, TNF-a., GM-CSF ¢ MCP-1. Os dados representam a média + EP
de 3 a 5 pogos por grupo. Grupo Controle (M¢ infectados com o fungo in vitro), Grupo A
(M¢ tratados com anti-TGF-B antes € depois da infecgdo com o fungo), Grupo B (M¢
infectados ¢ previamente ativados com 10.000 pg/mL de IFN-y), Grupo C (M¢ previamente
tratados com IFN-y+anti-TGF-B € novamente com o AcM apos o desafio com o fungo)

(*) p<0,05, (**) p<0,001 e (***) p<0,0001 - diferenga significativa quando comparado ao
grupo controle.

(++) diferenga significativa quando comparado ao grupo B (p<0,001)
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DISCUSSAO

Normalmente a infecgao por fungos nas micoses sistémicas ocorre através
das vias respiratorias (Bustamante et al., 1985; Restrepo, et al., 1986; Mc Ewen et
al., 1987; Miller et al., 1991) e a acdo em concerto das respostas imune inata e
adaptativa do pulmao €& o fendmeno mais importante para a defesa do
hospedeiro.

Os macréfagos, neutrofilos e as células “Natural Killer” (NK) sdo as células
centrais da imunidade natural. Os neutréfilos sdo leucocitos polimorfonucleares
presente em grandes quantidades no sangue e ausentes em tecidos normais.
Eles migram rapidamente para os tecidos inflamados ou infectados.

No trabalho de mestrado mostramos de maneira bastante clara que os
leucocitos polimorfonucleares (PMN) sao células imunoprotetoras na PCM
pulmonar, mas a sua acdo depende do padrédo genético do hospedeiro.
Demonstramos também que estas células participam muito ativamente dos
mecanismos protetores da imunidade natural, mas nao na fase de imunidade
adquirida contra o fungo Pb (Pina, 2002).

Em uma infec¢do, o numero de Mg no tecido afetado aumenta muito em
virtude da migracao de mondcitos do sangue para o local. Essa migragao se da
mais tardiamente que a dos neutrofilos.

Os Mg sao células centrais da imunidade natural e adquirida e sao
responsaveis por numerosos processos imunoldgicos, metabodlicos e
inflamatorios, tanto em condicées normais como patoldgicas. Alem de suas
fungbes primarias, como a fagocitose, os Mg podem produzir varios produtos
secretorios, incluindo citocinas que mobilizam outras células residentes no tecido
(Gordon, 1998).

Estudos com animais de experimentagcdo mostram que os Mg alveolares

exercem papel importante como primeira linha de defesa do pulméao contra o
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fungo C. neoformans (Weinberg et al., 1987; Miller et al., 1991). Além disso,
estudos mostram também que células PMN e monécitos podem matar C.
neoformans in vitro (Karaovi et al.,, 1977 e Levitz et al., 1991), principaimente
quando ativados com GM-CSF (Nassar et al., 1994).

Trabalho recente de Vonk et al. (2002) mostrou que a capacidade dos Mg
para ingerir os blastoconidios de C. albicans superou significativamente a
capacidade das células PMN. Entretanto, os leucocitos PMN apresentaram maior
capacidade fungicida quando comparados aos Mg@. Vale a pena ressaltar que
outros trabalhos confirmaram este fenémeno (Baccarini et al., 1983; Vechiarelli et
al., 1985).

A ativacdo dos Mg deve ser controlada e seguida de um processo de
desativagdo para prevenir efeitos danosos provocados pela producao de
mediadores que exacerbam a resposta inflamatoria tornando-a lesiva aos tecidos.
Kubota et al. (2001) estudaram o comportamento dos Mg alveolares durante a
candidiase disseminada. Camundongos BALB/c foram depletados de Mg
alveolares 2 horas antes da infecgdo intravenosa com 10’ leveduras de C.
albicans. A deplecao levou as 24 horas pos-infecgdo a aumento do numero de
fungos no pulmao, acompanhado da diminui¢éo de proteina inflamatéria-2 de Mg
(MIP-2) e da atividade de mieloperoxidase (MPQO). Estes animais depletados
sobreviveram por mais tempo quando comparado aos animais controle devido a
diminui¢do do afluxo de células mononucleares e polimorfonucleares para o sitio

da infecgao.

Além de suas fungdes primarias como a fagocitose, os Mg alveolares
podem produzir uma gama de mediadores envolvidos com a resposta
inflamatoéria. De fato, M@ podem recrutar os neutréfilos ao local da infecgao
através de mediadores como as quimiocinas. Kooguchi et al. (1998) utilizando
lipossomos contendo clodronato dissédico, induziram a eliminacao de 95% dos
Mg alveolares de camundongos infectados por via it. com Pseudomonas
aeruginosa. A delegcao ocasionou diminuigdo nos niveis de quimiocinas, como a
MIP-2 e CINC/GRO (“Cytokines-Induced Neutrophil Chemoattractant”),

responsaveis pelo recrutamento dos neutréfilos e ocasionou o agravamento da
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doenca. Estes dados estiao de acordo com diversos estudos que sugerem que a
presencga precoce de neutréfilos no local da infecgao tem um importante papel na
prevencao de infec¢des fungicas, principalmente nas fases iniciais da doencga
(Romani et al., 1997; Pina, 2002).

Na resisténcia ao Pb, Mg peritoneais residentes fagocitam células
leveduriformes do fungo, mas nao sdo capazes de mata-las. Entretanto, Mg
peritoneais ou pulmonares murinos ou mesmo monocitos tratados com IFN-y sdo
capazes de inibir a replicagdo das leveduras e esta inibigao pode ser abolida com
a adicao de anticorpos contra a citocina IFN-y (Brummer et al., 1993; Moscardi-

Bachi et al., 1994).

Em nosso trabalho estudamos a atividade fungicida dos Mg alveolares de
camundongos susceptiveis e resistentes ao Pb. Os Mg foram previamente
ativados ou nao com diversas concentragoes de citocinas do tipo 1 (IFN-y e IL-12)
e infectados em uma relagao Pb-Mg de 1:50.

Este trabalho demonstrou a grande ativacdo dos Mg alveolares de
camundongos B10.A com citocinas do tipo 1. As doses de 50.000, 10.000 e 2.000
pg/mL de IFN-y, IL-12 e a combinagado das duas citocinas levaram a grande
atividade fungicida dos Mg e produgao de niveis significantes de NO. Pbode-se
notar um efeito mais marcante do IFN-y do que da IL-12. De maneira diferente, os
Mg de camundongos A/J exercem atividade fungicida somente quando ativados
por 50.000 pg/mL de IFN-y e em combinagao com IL-12.

A literatura é plena de trabalhos que afirmam que a ativagao da NO-sintase
s6 ocorre com a agao concomitante de dois estimulos. Entretanto, ha trabalhos na
literatura que mostram que o IFN-y sozinho pode ativar Mg murinos (Liew et al.,
1991; Green et al., 1990; Verdot et al., 1996) para produzir altos niveis de NO
(Cooper et al., 1995; O'Brien et al., 1996).

Frankova & Zidek (1998) estudaram a produgdo de NO pelos Mg
peritoneais de camundongos C57BL/6 tratados com diferentes concentragbes de
IFN-y (2,5; 10; 25; 50 e 100 U/mL) e TNF-a (100; 250; 500; 1000 e 2000 pg/mL).

Os resultados demonstraram aumento gradativo da produgao de NO pelos Mg
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peritoneais conforme o aumento da concentragdo de IFN-y empregada. Em
contraste, Mg ativados com a citocina TNF-a, mesmo em elevadas
concentracoes, foram ineficazes para a producao de NO.

Em nosso trabalho mostramos que os Mg de animais A/J mesmo ativados
com altas doses de IFN-y (50.000 e 10.000 pg/mL) nao apresentaram niveis tao
elevados de NO (15,5 £ 0,24 e 5,15 + 0,45 pM) como observado com células de
animais B10.A (46 + 0,24 e 26 £ 1,26 uM).

No modelo de infecgao i.p., 0 nosso grupo demonstrou comportamentos
diferentes de Mg peritoneais infectados in vitro com o Pb. Assim, M@ de animais
resistentes produzem altos niveis de TNF-a porém a secrecdo de NO é reduzida.
Ao contrario, Mg de camundongos susceptiveis estimulados por leveduras vivas
do fungo produzem niveis elevados de NO e baixos ou praticamente ausentes de
TNF-a. Como o NO tem dupla fungdo na PCM (ativa a atividade fungicida dos Mg,
mas induz supressdo da linfoproliferagdo), foram realizados experimentos de
deple¢ao in vivo de NO. A doenga mostrou-se mais grave em ambas as
linhagens. Além disso, utilizando camundongos C57BL/6 geneticamente
deficientes para o gene de NO-sintase 2 verificou-se que a auséncia de sintese
de NO é acompanhada por infeccdo muito grave com lesées disseminadas e ricas
em fungos em ativo brotamento em varios 6rgaos (Nascimento et al., 2002).

Nossos experimentos realizados com células na razao 1:50 demonstraram
comportamentos bastante diversos de Mg alveolares normais de animais
susceptiveis e resistentes ao Pb. Este dado € original e explica resultados
inesperados observados anteriormente no modelo de infecgédo i.t. pelo Pb (Cano
et al., 1995).

Na descri¢do deste modelo em 1995, verificamos que camundongos B10.A
(susceptiveis) ao inicio da infeccao (até 8 semanas pos-infecgéo) restringem o
crescimento fungico no pulmao enquanto que camundongos resistentes permitem
a multiplicagdo intrapulmonar de leveduras. Esse quadro so6 € revertido apos oito
semanas, quando camundongos A/J comegam a controlar a multiplicagcao fungica
no pulmio e ndo permitem o crescimento do patégeno no bago e figado; ao
contrario, na oitava semana pos-infecgcdo camundongos B10.A perdem o controle
do crescimento fungico pulmonar e permitem a disseminagéo para figado e bago.

Estes fendbmenos mais tardios parecem ser manifestagées da imunidade celular
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adquirida altamente eficiente nos camundongos A/J que desenvolvem evidentes

reacdes de HTT enquanto que camundongos B10.A mostram-se anérgicos nestas

reacoes.

Um Mg ativado difere do residente em varios aspectos, como mudanc¢as
morfolégicas, expressdo de receptores na superficie celular, aumento de
reagentes oxidativos e nitrogenados, aumento da atividade microbicida e aumento
na produgao de citocinas, tais como: IL-1, IL-6, IL-8, GM-CSF e TNF-a. Em geral,
Mg ativados fagocitam e matam microorganismos mais eficientemente que Mg
residentes (Langermans et al., 1992).

Ha trabalhos na literatura que demonstram que Mg alveolares ativados por
LPS nao possuem a capacidade de sintese de iL-10 (Salez et al., 2001). Esta
inibicao de sintese de IL-10 foi atribuida a proteina surfactante—A (PSA) presente
nos alvéolos (Chabot et al., 2003). Porém, mondcitos recém recrutados para os
alvéolos tém capacidade de sintese de IL-10 (durante os trés primeiros dias) e

inativam esta habilidade ao interagir com a PSA dos alvéolos (Salez et al., 2001).

Em nosso trabalho verificamos que os Mg alveolares de animais A/J
infectados com 2.000 fungos (M@ controle) apresentaram niveis mais elevados de
IL-10 do que os B10.A. Para estes Mg nao foram observadas atividade fungicida
e nem producdo de NO. Talvez em camundongos A/J exista maior numero de
monocitos recém migrados do que nos alvéoios de camundongos B10.A
justificando a maior produgao de IL-10.

Os experimentos que utilizaram varias doses de IFN-y, IL-12 e a
combinacao das duas citocinas também revelaram diferengas significantes quanto
ao nivel de citocinas produzidas pelos Mg de ambas as linhagens.

Os Mg de camundongos B10.A infectados com 2.000 fungos e ativados
com IFN-y (50.000 e 10.000 pg/mL) apresentaram 80 e 89% de atividade
fungicida acompanhada de niveis reduzidos de IL-10 e elevadas concentragdes
de NO e IL-12. O tratamento com varias concentragdes de IL-12 né&o levou a
nenhuma diferenga significante nos niveis de todas as citocinas quando
comparado aos controles, exceto a estimulagdo com 50.000 pg/mL que levou ao

inesperado aumento de MCP-1. A combinagéo de |[FN-y + IL-12 em alta dose para
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estimular previamente os Mg levou a 97% de atividade fungicida, niveis elevados
de NO e niveis reduzidos de IL-10 e MCP-1.

O tratamento dos Mg de animais A/J também revelou resultados
interessantes. A dose de 50.000 pg/mL de IFN-y levou a niveis reduzidos de
MCP-1, GM-CSF e niveis elevados de IL-12 acompanhados de 97% de atividade
fungicida e produgao de NO. Para as outras doses (10.000 e 2.000 pg/mL), nao
ocorreram diferencas significativas na produgao de citocinas, exceto a supressao

de MCP-1 quando comparado aos Mg controle.

Quando a estimulagao foi feita com diversas concentragdes de IL-12, os
Mg de A/J produziram niveis reduzidos de MCP-1, GM-CSF e de IL-12
concomitantes com niveis significantemente elevados da citocina IL-10. Este novo
balango de citocinas que parece privilegiar a agdo da IL-10 ndo induziu

quantidades aumentadas de NO nem atividade fungicida dos Mg.

E curioso como os Mg de animais A/J estimulados com as diversas
concentragées de IFN-y, IL-12 e a combinagéo das duas levaram a supressao da
quimiocina MCP-1 apés 72 horas de incubagdo quando comparados com os Mg
controle. Em Mg de animais B10.A foi observada a diminuigdo da quimiocina
MCP-1 quando estimulados com altas doses de IFN-y e em combinagdo com IL-
12.

A quimiocina MCP-1 é produzida por uma variedade de células que
estimulam o recrutamento de monoécitos e células T para um compartimento
inflamatério, e é importante em modelos experimentais de formagado de
granulomas (Flory et al., 1993).

Acredita-se que mecanismo de producao reduzida de MCP-1 para os Mg
infectados e pré-ativados com IFN-y deve-se ao aumento dos niveis de NO
produzidos por esses M@. Em concordancia, o trabalho do grupo de Raychaudhuri
et al. (1999) demonstrou que o NO estimula a ativagéo de IxB, um fator inibidor de
NF-xB, diminuindo assim a atividade desse fator de transcri¢ao para a sintese de

quimiocinas. Com isso, o recrutamento celular para o sitio da infec¢ao estaria
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prejudicado pela produgcao exacerbada de NO, com posterior redugdo na
formacao de granulomas no decorrer da doenca.

Wu He et al. (2003) resolveram investigar a producao de MCP-1 no pulméao
de ratos durante varios estagios de infecgdo com C. neoformans. A produgao da
MCP-1 no sobrenadante de pulmao esteve elevada durante o primeiro e segundo
més de infeccao. Traynor et al. (2002) também mostraram a importancia da
quimiocina MCP-1, quando camundongos deficientes em CCR-2 (receptor para
MCP-1) exibiram deficiéncia no recrutamento de mondcitos em resposta a

criptococose.

Analisando os nossos dados, observamos que os niveis de MCP-1
produzidos por M@ de camundongos B10.A infectados com 2.000 fungos e sem
nenhuma prévia estimulagao com citocinas apresentaram-se elevados (319 + 55
pg/mL) quando comparados com 0s niveis obtidos com Mg de animais A/J (7,0 £
0,041 pg/mL). Estes resultados nos levam a supor que os M@ de camundongos
B10.A tém a possibilidade de recrutar grande numero de células inflamatérias na
tentativa de conter a multiplicagdo do Pb ao inicio da infeccdo pulmonar. Um
grande afluxo inicial de células inflamatérias para o pulmao pode ser eficiente
quanto a contencao da multiplicagdo do Pb, entretanto pode levar a lesdo do

parénquima pulmonar.

Estudos recentes in vitro e in vivo tém demonstrado que a citocina IL-12
exerce um papel importante na defesa imune do hospedeiro contra a
Micobacterium avium e a deficiéncia desta citocina esta associada com a
progressao acelerada da doenga (Castro et al., 1995; Bermudez et al.,1995).
Wagner et al. (2002) investigaram se a infecgcao por M. avium dos Mg humanos in
vitro causaria a producao de IL-12 e se a sua estimulacao com o IFN-y também
levaria a produgao de IL-12. Os resultados mostraram que os Mg estimulados e
infectados com a bactéria durante 24, 48 e 72 horas apresentaram grande
producao de IL-12 quando comparados aos Mg infectados e nao estimulados com
0 IFN-y.

De maneira semelhante ao trabalho de Wagner et al. (2002), os nossos

resultados também mostraram niveis elevados de IL-12 pelos Mg de animais
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B10.A e A/J infectados com o fungo e estimulados com IFN-y nas concentragbes
de 50.000 pg/mL. E importante destacar que, os M¢ de animais B10.A produzem
niveis bem mais elevados desta citocina quando comparados aos M¢ de animais

A/l (figuras 15 e 17).

A combinagao das duas citocinas (IL-12 + IFN-y) na concentracao de
50.000 pg/mL para ativar os Mg de ambas as linhagens apresentou resultados
muito interessantes. Foi possivel detectar diminuigao de IL-10 e MCP-1, aumento
da produgdo de NO e diminui¢ao de fungos recuperados quando comparado aos
Mg controle. Assim, IL-10 e MCP-1 parecem ser marcadores negativos da
atividade fungicida.

De maneira semelhante, o trabalho de Hogaboam et al. (1997) demonstrou
que o NO pode agir como um modulador da produgao de citocinas, pois a sua
inibicao leva a aumentos de IL-4, [L-10 e MCP-1.

Estudos na PCM mostram que altos niveis de NO podem exercer uma
acdo inibitoria na produgdo de TNF-a, uma importante citocina no
desenvolvimento da resposta imune do tipo Th1. Tal agdo leva a associagao dos
altos niveis de NO e susceptibilidade ao Pb (Nascimento et al., 2002).

Sabe-se que o NO inibe a expressao das moléculas de adesao ICAM-1 e
VCAM-1 nas células endoteliais vasculares, prejudicando deste modo o
extravasamento de leucécitos da luz do vaso para o tecido lesado (De Caterina et
al., 1995; Cayatte et al., 1997). A presenga de TNF-a estimula a expressao
dessas moléculas, aumentando assim o recrutamento celular responsavel para a
formacao de granulomas (Hamacher et al., 1994; Resnick et al., 1993).

Trabalho desenvolvido por Parise-Fortes et al. (2000) mostrou que Mg
peritoneais de hamsters infectados pela via intratesticular com leveduras de Pb
durante 16 semanas apresentaram aumento na produgao de TNF-a. Postulou-se
que o papel do TNF-a na PCM de hamsters envolve ndo somente o aumento de
resisténcia, mas também a aumento da patogenicidade.

Trabalho elegante de Ogle et al. (1994) mostrou que Mg alveolares de
ratos produzem mais TNF-a do que outras populagdes celulares tais como células

de Kupffer, Mg peritoneais e esplénicos. Niveis elevados de TNF-a também foram
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detectados em sobrenadantes de mondécitos de pacientes com PCM (Calvi et al.,
2003). Neste trabalho, os mondécitos de pacientes quando ativados com 1000
U/mL de IFN-y apresentaram aumento da atividade fungicida contra a cepa
virulenta (Pb18) e avirulenta (Pb265) do fungo e apresentaram no sobrenadante
elevadas concentragcoées de TNF-a apo6s 18 horas de incubagao. Estes mesmos
autores também estudaram a importancia do TNF-a no mecanismo fungicida de
Mg contra o Pb. Os Mg, além de serem estimulados com IFN-y e desafiados com
o fungo, foram acrescidos de um AcM anti-TNF-o na cultura de células.
Surpreendentemente, os mondcitos infectados apresentaram baixa atividade
fungicida e um valor elevado de fungos recuperados. Postulou-se entdo, que o
TNF-a tem grande participagao no mecanismo de “killing” do fungo Pb por M¢
humanos.

Muitos trabalhos indicam que o TNF-a ativa Mg peritoneais apoés a pré-
ativacdo com IFN-y, resultando no efeito microbicida contra Listeria
monocytogenes (Langermans et al.,, 1992), Toxoplasma gondii (Langermans et
al., 1992), L. major (Greem et al., 1990) e H. capsulatum (Wu Hsieh et al., 1992).

De acordo com todos esses trabalhos citados anteriormente, fica evidente
a participagao fundamental do TNF-a na PCM. Nossos resultados mostram que
0os M® alveolares de camundongos A/J sdo bons produtores de TNF-a quando
comparados aos de animais B10.A. A produc¢ao elevada de NO inibe a sintese de
TNF-a apenas para os M¢ alveolares de animais susceptiveis. Este resultado esta
de acordo com o trabalho de Nascimento et al. (2002), que também mostrou
inibicdo desta citocina pelos M¢ peritoneais quando em altos niveis de producao
de NO.

Em nosso trabalho pudemos verificar que os Mg normais de B10.A e A/J
(1x10%pogo) quando infectados in vitro com 4x10° leveduras por 2 horas n&o
conseguiram inibir a replicagdo do fungo durante 72 horas de incubagao e a
atividade fungicida e fungistatica dos Mg alveolares foram ineficazes para esta

relacdo fungo e Mg de 1:25 (dados nao mostrados).
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Quando a infecgao dos Mg foi realizada em uma relagao de 1:50, ou seja,
(2x10° leveduras para 1x10° Mg) pudemos verificar atividade fungistatica dos Mo
de animais A/J e principalmente dos camundongos B10.A.

E possivel que a molécula gp43 esteja envolvida no mecanismo de escape
do Pb das atividades fungicidas ou fungistaticas na infeccao in vitro com os Mg
alveolares.

Trabalho desenvolvido por Popi et al. (2002) explicou um pouco mais a
influéncia da molécula gp-43 na interagao in vitro com os Mg@. Os resultados
mostraram que o indice de atividade fungicida dos Mg peritoneais de
camundongos B10.A e A/Sn contra o fungo esteve reduzida quando foi
adicionada a glicoproteina gp-43 em diferentes concentragdes (25, 50, 75, 100 e
150 pg/mL). Assim, esse antigeno, grande indutor da producado de anticorpos,

teria um efeito desativador sobre os Mga.

Considerando que in vivo os M@ nao entram em contato com IFN-y antes
de a infeccdo ocorrer, analisamos um outro protocolo experimental onde a
infeccdo com o fungo precede o processo de ativacao por IFN-y (dados nao

apresentados). Assim, os Mg foram incubados com o fungo (relagdo 1:50) e

depois estimulados com IFN-y.

Os resultados mostram que os Mg de B10.A continuam apresentando
grande atividade fungicida (89 e 90%) quando tratados com 50.000 e 10.000
pg/mL de IFN-y. Ja os Mg de animais A/J ndo apresentam atividade fungicida
quando tratados com IFN-y em todas as concentragdes.

Em conclusdo, pudemos observar que os M@ de ambas as linhagens

tratados com dose alta de IFN-y antes ou depois do desafio com o fungo

apresentaram producdo aumentada de IL-12, TNF-a e NO. Ha, entretanto
diferencas marcantes quanto a concentragdo das citocinas e NO quando os
resultados de camundongos A/J sdo comparados com os de B10.A. Assim, Mg de
camundongos B10.A sdo bons produtores de IL-12 enquanto que os de A/J o sédo

em relagao a TNF-a e IL-10.
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A IL-12 é uma citocina importante de resposta imune inata, pois € capaz de
ativar células inflamatérias, mas também é potente direcionador e ativador da
resposta adquirida do tipo Th1.

A IL-12 é essencial na defesa contra patégenos intracelulares, tais como
Legionella pneumophyla (Bhardwaj et al., 1996; Cooper et al., 1995; Heinzel et al.,
1993; Nash et al., 1988). Esta citocina exerce papel importante no
desenvolvimento na imunidade celular mediada por células Th1 contra diversos
patégenos (Hsieh et al., 1993), levando a produgéo de IFN-y (Trinchieri et al.,
1993), que pode ativar Mg € mondcitos a inibir o crescimento de L. pneumophyla
(Bhardwaj et al., 1986; Cooper et al., 1995; Hsieh et al., 1993; Nash et al., 1988).

Na PCM experimental, mostrou-se que camundongos nocauteados da
citocina IL-12 quando infectados pela via i.t. com leveduras viaveis do Pb
apresentaram doenga mais grave, com aumento de fungos no pulméao e grande
disseminacdo para o figado e bago. A andlise histopatolégica confirmou a
gravidade da doenga e mostrou lesdes ndo organizadas com numerosos fungos
no pulmao (Deepe et al., 2000). De acordo este trabalho, acreditamos que a falta
da citocina IL-12 nao estimula as células NK a produgao de IFN-y, que € uma
citocina de grande importancia na PCM (Brummer et al., 1994; Cano et al., 1998;
Souto et al., 2000) e desta forma os Mg tornam-se menos ativados e com baixa

produgdo de NO.

Em nossos resultados os Mg alveolares de animais B10.A e nao de A/J,
sdo grandes produtores da citocina IL-12 e facilmente ativados por IFN-y. Assim,
os Mg produzem niveis elevados de NO e por conseqiéncia dessa ativagao, a

morte do fungo.

Para avaliar a importancia do NO na capacidade fungicida dos Mg
alveolares de camundongos resistentes e principalmente dos susceptiveis
utilizamos outro protocolo experimental.

Os Mg infectados (relacdo levedura-Mg de 1:50) foram previamente
ativados ou ndao com IFN-y em combinagdo com AG (inibidor de NO) na
concentragdo de TmM/mL. Nossos resultados revelaram que o acréscimo da AG

na cultura de Mg de animais B10.A aboliu a capacidade fungicida aumentada de
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Mg ativados por IFN-y. Nos grupos tratados com AG os resultados de UFC foram
intermediarios aos dois controles (M¢+Pb e M¢+Pb+IFN-y) indicando o efeito
inibidor da AG na atividade fungicida. Resultado equivalente foi obtido com
relacdo a sintese de NO. Pode-se concluir que para camundongos B10.A a
sintese de NO induzida por IFN-y é importante para os mecanismos fungicidas de
Mg alveolares.

Quando as citocinas foram estudadas observou-se com Mg normais uma
tendéncia a aumento de TNF-a e com Mg ativados por IFN-y uma concomitante
diminuicao de IL-10 induzida pela AG, o que explicaria o resultado intermediario
de numero de fungos obtido neste grupo.

Esse achado € algo semelhante ao trabalho de Nascimento et al (2002)
que utilizaram o modelo de infecgdo i.p. de Pb em animais resistentes e
susceptiveis e verificaram que o uso da AG in vitro aumentava expressivamente a
producédo de TNF-a por Mg de animais susceptiveis. Concluiram que o NO inibia
a produgao de TNF-a que € essencial para o controle da disseminagcao do Pb
(Souto et al., 2001).

Trabalho de Hogaboam et al. (1998) mostra que o NO também age como
um modulador da produgao de citocinas, pois a sua inibicao leva a aumentos de
IL-4, IL-10 e MCP-1. Camundongos tratados com L-NAME e AG apresentaram
intenso granuloma com grande deposigcao de colageno e niveis elevados de I1L4,
IL-10, MCP-1 e MIP-1a e niveis reduzidos de eotaxina e |L.-12. Este trabalho
mostrou que o NO regula a deposicao da matriz extracelular no granuloma

pulmonar através da modulag¢éo de citocinas e quimiocinas.

Os Mg infectados de animais resistentes e pré-ativados com IFN-y
produzem quantidades bastante pequenas de NO. Quando tratados com IFN-y e
AG (1 mM) apresentaram, entretanto, niveis ainda mais reduzidos e significativos
na producdo de NO. A capacidade fungicida desses Mg se manteve inalterada
quando comparada ao grupo de Mg controle, mais uma vez demonstrando a
pequena habilidade de Mg de camundongos de animais resistentes em causar a
morte do Pb. Os baixos niveis de NO produzidos nao sao suficientes para matar o

fungo e a inibicao pela AG nao altera este quadro.
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A analise da sintese de citocinas revelou aumentos expressivos de TNF-a
em Mg pré-ativados com IFN-y e tratados com AG. Houve também diminuigao de
sintese de IL-10. Este resultado é oposto aquele obtido com Mg de camundongos
B10.A. Em animais B10.A o tratamento com AG leva a aumentos de TNF-a e

diminuigao de IL-10.

Philippe et al. (2003), demonstraram que o NO nao tem papel primordial
na morte de conidios de A. fumigatus nos estagios iniciais da fagocitose. Talvez
neste periodo pés-infecgdo a agdo de ROI produzidos por células fagocitarias
possa ter substituido o efeito fungicida mediado por NO. Em nosso modelo
experimental em camundongos A/J talvez o H,O; tenha algum efeito regulador do

crescimento fangico.

Estudos na PCM murina mostram que altos niveis de NO podem exercer
uma agdo inibitéria na produgcdo de TNF-a, e consequiente anergia da resposta
imune celular. Tal agado poderia estar associada a susceptibilidade de

camundongos B10.A ao Pb (Nascimento et al., 2002; Bocca et al.,1998).

Investigacao utilizando L. major demonstrou que na falta de NOS2, os
animais desenvolviam significante aumento da resposta de linfocitos TCD4"
quando comparados com o grupo controle; além disso, altas concentragbes de
NO, inibiam a sintese de IL-12 por Mg ativados reprimindo, portanto,
indiretamente a expresséo da imunidade mediada por linfocitos T CD4" (Niedbala
et al. 1999).

Usando camundongos NOS2 KO, Doherty e Sher (1997) mostraram que o
crescimento do M. avium nao aumentou na auséncia de NO, sugerindo o papel
negativo deste composto que induz a supresséo da fungao de linfécitos T. De
forma semelhante, Karupiah et al. (1998) verificaram que animais NOS2 KO
mostravam resisténcia aumentada a infec¢do pelo virus da influenza A. Estes
autores mostraram que o aumento da resisténcia estava associado com a
producdo de IFN-y por Mg alveolares e que os animais que possuiam o gene
interrompido para iINOS apresentavam menor inflamacao e conseqientemente

menor patologia pulmonar.



82

Em nosso trabalho mostramos que os Mg de animais A/J mesmo ativados
com altas doses de IFN-y ndo apresentaram niveis tdo elevados de NO como
observado com células de animais B10.A. Vale a pena lembrar que os Mg
alveolares de animais A/J produziram niveis pronunciados e significantes de IL-10
durante as 72 horas de infecgao com o fungo Pb.

A citocina anti-inflamatoria IL-10 originalmente descrita como “fator inibidor
da producgdo de citocinas” € um potente inibidor da fungdo microbicida de Mg
ativados e leva a supressdo simultanea da producdo de NO (Gazzinelli et al.,
1992). Fato correlato foi observado em trabalho desenvolvido por Holan et al.
(2002) que mostraram que células esplénicas estimuladas com aloantigeno na
presenca de um inibidor de iINOS produziram niveis consideravelmente mais
elevados de IL-4 e IL-10 do que as células estimuladas na auséncia do inibidor de
INOS.

Apesar da IL-10 regular negativamente a inducao de INOS por IFN-y em
Mg murino (Cunha et al., 1992) a sua auséncia geneticamente determinada levou
a PCM menos grave e impediu a disseminagao do fungo Pb para diversos 6rgaos
em camundongos C57BI/6 (Alves & Calich, dados nao publicados). Em contraste,
Brown et al. (1999) mostrou a importancia da IL-10 no controle da infec¢ao por
Borrelia burgdorferi. Em camundongos susceptiveis (C3H/HeN) a infec¢ao de Mg
por B. burgdorferi induz altos niveis de TNF-a, NO e IL-6 quando comparados aos
Mg de camundongos resistentes (C57BL/6) que por sua vez, produziram niveis
elevados de IL-10. Estes dados foram confirmados quando camundongos IL-10™"
desenvolveram doenga progressiva, diferentemente ao observado com os
camundongos C57BL/6 controles. A auséncia de |L-10 pode traduzir-se por

patologia tissular devido ao excesso de mediadores proé-inflamatorios.

Uma abordagem interessante e complementar em nosso trabalho foi o
estudo do efeito da inibicdo de IL-10 enddégena por AcM anti-IL-10 nos
mecanismos microbicidas e de sintese de citocinas por Mg de camundongos B10
e A/J ativados ou nao por IFN-y.

Nossos resultados mostram que a adicao do AcM anti-IL-10 (10 pg/mL) no

cultivo de Mg de camundongos B10.A nao alterou a capacidade fungicida dos Mg
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ativados ou nao por IFN-y. Entretanto, os niveis de NO tornaram-se mais
elevados e significativos para os Mg previamente ativados com IFN-y e tratados
com o AcM anti-IL-10. Logo, em animais B10.A a capacidade fungicida nao é
afetada pela neutralizagao de IL-10, porém esse tratamento aumenta a sintese de
NO e de TNF-a. Logo a IL-10 & uma citocina reguladora tanto da sintese de NO
como de TNF-a mas nao da atividade fungicida de Mg. Por outro lado, pode-se
supor que Mo de camundongos B10.A nado sintetizem altos niveis de TNF-a
devido a agao inibitéria da IL-10.

Os Mg de camundongos A/J, ativados ou nao e tratados com anti-IL-10
apresentaram capacidade fungicida similar quando comparados aos M@ nao
tratados com anti-IL-10, entretanto, os niveis de NO aumentaram
significativamente com a neutralizagédo da IL-10. Este resultado mostra-nos que a

atividade fungicida dos Mg resistentes nao esta relacionada com niveis de NO.

A andlise de citocinas no sobrenadante de cultura mostrou que Mg normais
de animais A/J tratados com anti-IL-10 produziram niveis elevados e significativos
de IL-12 e reduzidos de IL-10. Com camundongos B10.A obteve-se niveis mais
elevados de TNF-a induzidos pelo tratamento com anti-IL-10.

De modo semelhante com nossos dados, Sieling et al. (1993) mostraram
que leucécitos do sangue periférico infectados com Mycobacterium leprae e
tratados com AcM anti-IL-10 produziram niveis elevados de TNF-a, GM-CSF e
IFN-y. Este trabalho também mostrou que a IL-4 inibe a secre¢do de IL-10 e,
concomitantemente aumenta a liberacdo de TNF-a e GM-CSF. Estes dados
sugerem que a IL-4 e IL-10 contribuem para a imunossupressdo em doencas

infecciosas humanas.

Para consolidar os resultados obtidos com 10 pg/mL do AcM anti-IL-10, foi
realizado outro experimento com 20 pg/mL deste mesmo AcM.

Os resultados confimam que a adigdo do AcM anti-IL-10 (20 pg/mL) no
cultivo dos Mg de animais B10.A e A/J nao altera a capacidade fungicida dos Mg
ativados ou nao com IFN-y. A determinagdo dos niveis de citocinas no
sobrenadante de cultura mostrou que o tratamento com dose maior do AcM levou

a sintese aumentada de TNF-a e redugédo de IL-10 para os Mg previamente
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ativados com IFN-y de camundongos B10.A (dados nao mostrados). Este
resultado nao foi observado quando o tratamento dos Mg foi com 10 pg/mL do
AcM.

Estudamos também o efeito da inibicado de TGF-B nos mecanismos
microbicidas e de sintese de citocinas de M@ de camundongos B10.A e A/J
ativados ou nao por IFN-y.

O TGF-B , que € um produto principalmente secretado por células T, mas
também é produzido por Mg e pode atuar autocrinamente inibindo as suas
fungdes. O TGF-B pode ter fungbes protetoras ou exacerbadoras de doencgas
causadas por patogenos distintos.

Barral-Netto et ai. (1992) mostraram que o TGF-B é produzido apés a
infecgao in vivo e in vitro com L. amazonensis e que a administracao de
anticorpos anti-TGF-B inibe a produgéao de IL-4 e aumenta os niveis de IFN-y.
Além disso, camundongos BALB/c, que sao normalmente resistentes a infecgao
por L. brasiliensis, quando tratados com a proteina recombinante TGF-f3 (2 ng/mL)
desenvolvem a doencga grave (Barral et al., 1993). Além disso, a neutralizagéo do
TGF-B com o uso do AcM anti-TGF-B (200 pg/mL) levou a melhora da doenga.
Estes dados sugerem um papel modulador importante para o TGF-B em
leishmanioses cutaneas.

Trabalho desenvolvido por Omer & Riley (1998) mostrou que camundongos
BALB/c infectados com P. chabaudi chabaudi ou P. yoelii e tratados com o AcM
anti-TGF-B nos primeiros 7 dias pos-infecgdo apresentaram doenga mais grave
levando a morte precoce dos camundongos quando comparados aos animais
controle e aos animais tratados com o recombinante TGF-B. Conclui-se neste
trabalho que os niveis de TGF-B sdao inversamente correlacionados com a
gravidade da infecgdo e que o TGF-$ exerce um papel importante na regulagao

da infecgao por Plasmodium sp.

Em nosso trabalho pudemos observar que os Mg de camundongos A/J nao
se ativam com IFN-y (10.000 e 2.000) e ndo conseguem matar o fungo, quando
comparados aos de camundongos B10.A. Trabalho desenvolvido por Silva et al.

(1991) mostrou que o TGF-B pode bloquear o efeito de IFN-y. Talvez os Mg de
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animais A/J estivessem sendo muito ativados por TGF-B e desta forma o
tratamento com IFN-y exdégeno néo estaria levando a morte do Pb.

Nossos resultados mostraram que o tratamento com 20 ug/mL do AcM anti-
TGF-B nao alterou a capacidade fungicida e tampouco a produgio de NO pelos
Mg de animais B10.A pré-ativados ou ndao com IFN-y. Por outro lado, os Mg de
camundongos A/J quando tratados com o AcM anti-TGF-$ apresentaram
atividade fungicida aumentada (cerca de 83 a 86%) e producgao elevada de NO
quando infectados com o fungo. Assim, ao contrario da IL-10, o TGF-B é

importante inibidor da atividade microbicida de Mg de animais A/J.

A andlise de citocinas no sobrenadante de cultivo de Mg tratados ou nao
com o anti-TGF-B também foi estudada. Niveis elevados de TNF-a e IL-12 foram
encontrados em animais B10.A e de TNF-o com Mg de camundongos A/J.

Pode-se verificar nas figuras 15 e 17 que Mg infectados de animais A/J
produziram mais TNF-a (247 + 43) que os animais B10.A (88 + 12). O tratamento
com o AcM anti-TGF-3 ressaltou ainda mais essa producao mais acentuada de
TNF-a para o grupo de Mg de animais A/J.

Por outro lado, os niveis de IL-12 estado sempre muito mais elevados em

animais B10.A (82 £ 16), quando comparados aos animais resistentes (0 + 0).

Ha a proposta recente de denominar os M@ de M1 e M2 baseado em seu
padrao de ativagao (Mills et al., 2000). Assim, Mg M1 provenientes de linhagens
Th1 de camundongos (C57BL/6 e B10.A) para a resposta imune contra L. major
apresentam uma produgao dominante de NO em resposta ao LPS ou IFN-y
exogeno.

Os Mg M2, (BALB/c e DBA/2), por sua vez, exibem um perfil tolerante ao
crescimento do patégeno caracterizado pela produgao de altos niveis de TGF-p.
O padrao de ativagao desses Mo parece ser independente de linfécitos, uma vez
que camundongos C57BL/6 e BALB/c dos fené6tipos NUDE (deficientes de células
T) e SCID (deficientes de células T e B) apresentam a mesma polarizagao (Mills
at al., 2000).

Nesta mesma linha, trabalho desenvolvido por Murata et al. (2002) também

mostrou a existéncia de 2 tipos de M@, o redutivo e o oxidativo. O Mg redutivo
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exibe um perfil caracterizado por aumento na producao de NO, IL-12 e baixa
producdo de IL-10. Ja o Mg oxidativo & caracterizado por produzir niveis baixos
de NO e elevados de IL-6 e IL-10.

Nosso trabalho sugere que os Mg de camundongos A/J apresentam um
perfil de Mo oxidativos, o que justificaria os niveis elevados de IL-10 (agado
importante do TGF-B) e niveis reduzidos de NO cuitivo de 72 horas. Por outro
lado, os M@ de camundongos B10.A apresentam um fenétipo redutivo. Na
classificagcdo M1 e M2 os Mg de camundongos A/J seriam M2. Nosso resultado é
muito interessante, pois mostra que fendmeno de imunidade natural exacerbada,
com grande producdo de NO e atividade fungicida evidente nao confere o fenétipo
de resisténcia aos camundongos B10.A. Assim, grande numero de leveduras do
Pb é morta ao ser fagocitado por Mg de camundongos B10.A. Esta imunidade,
entretanto, nao é esterilizante, e a continua produgao de NO levaria a desativagéo
da resposta imune adquirida e ao posterior descontrole do crescimento fungico e
doenca mais grave.

Assim, os mecanismos ativadores de Mg sdo essenciais para o controle da
multiplicagdo do fungo, mas devem se desenvolver de maneira balanceada com
processos anti-inflamatérios e com a resposta imune adquirida para que o

fendmeno final seja imunoprotecao e nao imunossupressao.

Nossos dados demonstraram que os Mg de camundongos A/J sao
modulados por TGF-, uma vez que a sua neutralizacdo levou ao controle da
infecgdo. Mais ainda, ha claros indicios que a atividade fungicida de M¢ de
camundongos resistentes ndo é mediada pelo NO. Outros mecanismos de
ativacdo podem entao ser operantes nos M¢ destes animais.

Mg ativados por IL-10, IL-4, IL-13, PGE2 e TGF-B podem ativar a enzima
arginase (Modollel et al., 1995) e consumir a arginina que € o substrato da agao
da iNOS. Sendo assim, os M@ nao fazem NO por competicdo pelo substrato
(Hibbs et al., 1990). Trabalho desenvolvido por Corraliza et al. (1995) também

T

de NO.
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Em camundongos varios estudos mostraram que o balango entre a
atividade da arginase/NOS-2 é um importante mecanismo no controle da fungao
dos Mg (Corraliza et al., 1995; Modollel et al., 1995).

Acreditamos que sera de grande interesse estudar a atividade e expressao
da arginase para melhor caracterizar a atividade dos Mg em camundongos,
principalmente nos resistentes, quando infectados com 6fungo Pb. A auséncia de
NO e acado preponderante de TGF-B, talvez em conjunto com I[L-10 levaria a

ativacao preferencial desta via de metabolismo da arginase.

Uma outra abordagem interessante que podera melhor elucidar o
comportamento dos M¢ de animais susceptiveis e principalmente os de animais
resistentes sera estudar a expressdo e atividade da enzima indolamina-
dioxigenase (IDO).

A IDO é uma enzima presente em uma variedade de tecidos, bem como,
em M¢ e células dendriticas estimuladas por IFN-y ou LPS (Grohmann et al.,
2003). A IDO catabolisa o triptofano em quinurenina e outros compostos
biologicamente ativos. O triptofano, por sua vez, € um componente essencial para
a proliferagao de patégenos intracelulares ou tumorais (Mellor et al., 1999) e seus
produtos podem atuar inibindo varios mecanismos da resposta imuné adaptativa
(Bozza et al., 2005).

De acordo com os nossos resultados (figura 16) podemos notar que o
efeito fungicida dos M¢ alveolares de camundongos A/J induzido pela
neutralizagao de TQF-B endogeno nao é dependente da produgao de NO, visto
que os M¢ normais produziram 83% de atividade fungicida e produgéo nula deste
mediador. Talvez a enzima IDO desses M¢ possa estar mais ativada pela agao do
anti-TGF-B que propiciaria uma maior a¢gdo do IFN-y enddégeno sobre os M¢ que
resultaria na maior degradacdo do triptofano e consequente controle do
crescimento fungico e na inibicdo da proliferagdo de linfocitos T. De acordo, o
trabalho recente de Bozza et al. (2005) mostrou que a inibigdo da enzima IDO em
camundongos BALB/c infectados com leveduras viaveis de C. albicans levou a
uma infecgcdo exacerbada devido ao aumento de triptofano e mais ainda, pela

inibicdo da resposta imune adaptativa.
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Nossos resultados mostram que M¢ alveolares de camundongos A/J
produzem preferencialmente IL-10 e niveis baixos de IL-12. Talvez este perfil seja
concomitante a expressao diminuida da enzima IDO no combate ao fungo. A
prevaléncia de IL-10 impede a agao do IFN-y que ativaria IDO a diminuir o
triptofano necessario ao crescimento fungico. Além disso, a producao de NO
torna-se inibida, uma vez que a IL-10 desativa os M¢ e leva ao aumento da

expressao da arginase.

Estamos obtendo resultados importantes que permitirdo a melhor
compreensao da patogenia da PCM, e em particular, os mecanismos que levam a
resisténcia e susceptibilidade ao fungo. Este trabalho traz resultados originais
demonstrando que hiperativagdo de imunidade inata pode levar a patologia grave.
E muito interessante verificar que os mesmos mecanismos que sdo fundamentais
para a morte e eliminagao ou contengao do fungo (por exemplo, producao de NO
e migragao celular) podem estar associados a susceptibilidade dos hospedeiros.
Por outro lado, uma ativagao ineficiente do sistema devido a ativagao precaria de
Mg frente ao patégeno pode redundar em fenétipo resistente. O balango da
imunidade adquirida, mediada por linfocitos TCD4 * e TCD8 * determinara,

posteriormente, o destino da infecgao.

Finalmente, gostariamos de finalizar uma hip6tese geral de imunidade inata
na PCM pulmonar levando em consideragdo nossos resultados obtidos com Mé¢
alveolares de camundongos susceptiveis e resistentes.

Nossos dados mostram que os Mg alveolares de animais susceptiveis
sao grandes produtores de IL-12 e s&o faciimente ativaveis por IFN-y. A alta
producao de IL-12 poderia estimular as células NK a secretar IFN-y que induziria a
secrecao de altos niveis de NO. Este mecanismo levaria a eficiente capacidade
fungicida dos M¢ nas primeiras horas de infecgao.

O padrao de ativacdo dos M¢ de animais B10.A exibe um perfil do tipo M1
ou redutivo (Mills et al., 2000; Murata et al., 2002) que levaria a uma eficiente
imunidade inata. Entretanto, esses animais comportam-se como susceptiveis a

PCM e nao controlam o crescimento fungico no decorrer da doenga.
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Acreditamos que o excesso de NO produzido por esses M¢ induziria
anergia ou delegao de células T CD4+. A expresséao de altos niveis de moléculas
co-estimulatérias (CD40, B7, MHC de classe Il) pelas células apresentadoras de
antigeno poderia levar a ativagao preferencial de células T CD8+ que nédo é
suficiente para ativar os M¢ e controlar infeccdo no decorrer da doenga. De
acordo, trabalhos prévios em nosso laboratério demonstraram que a imunidade
adaptativa de camundongos B10.A é basicamente controlada na ativagao de
linfocitos T CD8+ (Cano et al., 2000; Chiarella, 2003).

Por outro lado, os M¢ de camundongos resistentes produzem niveis
baixos de IL-12 e niveis ailtos de IL-10 e TNF-a quando infectados com o fungo
Pb. Este comportamento resulta numa baixa ativagao de células NK, niveis
reduzidos de IFN-y e de NO.

Deste modo, os M® de animais A/J seriam poucos ativados no inicio da
infeccdo e a imunidade inata, entdo, menos eficiente quando comparada a de
animais B10.A. O padrao de ativagdo desses M® parece exibir um perfil do tipo
M2 ou oxidativo (Mills et al., 2000; Murata et al., 2002). A baixa produc¢do de NO
por esses M¢ néao induziria anergia de células T e de uma forma mais lenta,
porém progressiva, os animais A/J desenvolveriam uma imunidade mediada por
células T CD4+ e T CD8+ que irao controlar a infec¢&o.

Esta proposta baseia-se em nossos dados experimentais e permite
compreender como mecanismos de imunidade inata altamente eficiente podem

redundar em patologia infecciosa grave.
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CONCLUSOES

- O IFN-y e a IL-12 sdo capazes de induzir ati.vidade fungicida em Mg
alveolares de camundongos susceptiveis. Ao contrario, somente o IFN-y em altas
doses é capaz de induzir a morte do Pb por Mg alveolares de animais resistentes.

- A atividade fungicida de Mg de camundongos susceptiveis pdde ser
associada a produgéao de altos niveis de NO que puderam ser modulados por um
inibidor da sintese de NO a aminoguanidina. Em camundongos resistentes a
produgao de NO foi baixa e nao se alterou pelo tratamento com aminoguanidina.

- Camundongos susceptiveis sintetizam mais MCP-1 e IL-12 que
camundongos resistentes que por sua vez apresentam a sintese de IL-10 e GM-
CSF mais elevadas.

- A IL-10 nao modula a atividade fungicida de Mg alveolares de
camundongos susceptiveis e resistentes, porém regula a sintese de NO e TNF-a
de Mg de camundongos B10.A e de IL-12 por Mg de animais A/J.

- O TGF-B é o grande regulador negativo da atividade fungicida de Mg de
camundongos resistentes, porém ndo interfere no comportamento de
camundongos susceptiveis. Em ambas as linhagens o TGF-B € a citocina
inibidora da sintese de TNF-a e, em camundongos resistentes, a presen¢a de
TGF-p esteve associada a sintese aumentada de IL-10. Além disso, pbde-se
verificar que camundongos resistentes podem desenvolver atividade fungicida

contra o Pb independente da sintese de NO.

Em resumo, os Mg alveolares de animais susceptiveis sao facilmente
ativados por IFN-y e IL-12, produzem altos niveis de NO e tém eficiente atividade
fungicida. Por outro lado, os Mg de animais resistentes s6 se ativam com alta
concentragéo de IFN-y e IL-12 e a sua capacidade fungicida é inibida por TGF-f3

endogeno.
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Assim, a Imunidade Inata de animais resistentes, ao contrario do esperado,
€ menos eficiente do que aquela de camundongos susceptiveis no inicio da

infecgdo com o fungo Pb.
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